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INTRODUCCIÓN GENERAL 
1.1. ECOLOGÍA DE LAS INTERACCIONES MICROBIANAS CON 
LAS PLANTAS 
 
De entre la gran diversidad de microorganismos presentes en la naturaleza llaman la 
atención los microorganismos que se encuentran vinculados o interactuando con las 
plantas por su potencial de utilización para usos biotecnológicos, pero también por su 
importancia para esclarecer su relación con la planta que interactúan. En los últimos 
años se ha observado un gran interés a nivel mundial en el estudio de las interacciones 
planta-microorganismo, fundamentalmente encaminado a generar nuevos 
conocimientos básicos aplicables a los sistemas de producción. 
 
La rizosfera de las plantas se presenta como un ambiente favorable para el 
desarrollo de una amplia variedad de microorganismos que forman parte de esa 
microbiota del suelo y, cuando se analizan muestras de estas zonas suelen presentar un 
número más elevado de microorganismos que los mismos suelos en las zonas que 
carecen de plantas. Algunos microorganismos penetran en las raíces de las plantas ya 
que éstas les proporcionan un lugar apropiado para su desarrollo al ser ricas en 
nutrientes orgánicos y factores de crecimiento requeridos por los heterótrofos, y 
suministrar condiciones relativamente constantes de pH y presión osmótica en un 
hábitat, el suelo, en el que la presencia de nutrientes y agua puede variar enormemente. 
La planta resulta favorecida de su interacción con los microorganismos de forma 
evidenciable en su salud y/o crecimiento. 
 
De forma paralela, existen otras asociaciones en las que el microorganismo 
permanece de forma silente, mientras que la planta no resulta claramente beneficiada. 
Se trata de relaciones neutras en las que ni la salud ni el crecimiento de la planta se ven 
afectados y de las que se desconoce su finalidad. Sin embargo, los límites de 
dependencia entre microorganismo y planta son difíciles de determinar (Azevedo, 
2000), ya que existen distintos tipos de relaciones, con beneficio mutuo, beneficio 
unilateral o sin beneficio conocido. Hoy sabemos que numerosos hongos permanecen 
en los tejidos de las plantas sin causar enfermedad aparente, y que llegan a comportarse 
como fitopatógeno en determinadas situaciones adversas. Por otro lado, durante la 
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coevolución de los fitopatógenos y sus hospedadores, los microoganismos pueden 
presentar mutaciones naturales que les hace perder la patogenicidad (Tan y Zou, 2001).  
 
El término rizosfera fue empleado por primera vez por Hiltner en 1904 asignando la 
siguiente definición: “Es el volumen de suelo que recibe influencia de la raíz”. Esta 
delgada capa de suelo ha sido estudiada intensamente en los últimos años; en la 
rizosfera es donde se produce ese complejo equilibrio ecológico entre la microbiota y 
las raíces de las plantas gracias a las relaciones biológicas de tipo sinérgico o 
comensalismo. La composición inorgánica del suelo también influye sobre la planta y la 
microbiota. Del tipo de suelo dependen el contenido de humedad y la aireación, que a su 
vez, influyen notablemente en la colonización microbiana. De éste modo, en el medio 
rizosférico existe una compleja interacción entre la planta, los microorganismos y el 
suelo, dando lugar a una serie de beneficios mutuos entre la parte biótica y con una 
importante intervención de la parte abiótica. 
 
La planta genera beneficios sobre la microbiota cuando la raíz exuda azúcares, 
como monómeros o polisacáridos, aminoácidos y ácidos orgánicos que son 
aprovechados por las poblaciones microbianas. Los componentes del exudado, 
dependiendo de su naturaleza, pueden participar en la activación de los genes 
microbianos responsables de la iniciación de la asociación simbiótica.  
 
Los microorganismos rizosféricos tienen también efecto sobre el crecimiento de las 
plantas: incrementan el reciclaje y la solubilización de nutrientes minerales, aportan por 
síntesis vitaminas, aminoácidos, auxinas, citoquininas y giberelinas que estimulan el 
crecimiento de la planta. Para llevar estas funciones a cabo utilizan diferentes 
mecanismos, los cuales pueden ser directos, vía movilización de nutrientes, producción 
de fitohormonas, antibióticos, etc., e indirectos, estimulando la producción de 
fitohormonas por las plantas e induciendo sus sistemas de resistencia sistémica. De este 
modo, los microorganismos pueden verse como agentes biológicos útiles para los 
cultivos y susceptibles, por tanto, de ser utilizados como biofertilizantes por su 
potencial de favorecer la nutrición de las plantas y como elicitores de resistencia 
sistémica frente a patógenos. Aunque para obtener una eficacia real, estos 
microorganismos deben establecer una relación lo más estrecha posible con la planta y 
esta relación será tanto más íntima cuanto mayor sea el grado de interacción entre 
microorganismos y raíz.  
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Así, los microorganismos que establecen rizoendosimbiosis como los rhizobia con 
las leguminosas serían los más eficaces en la fijación de nitrógeno con estas plantas, 
después estarían los microorganismos endofíticos y finalmente los microorganismos 
rizosféricos que son fácilmente desplazables por otros microorganismos. Por lo tanto, 
para seleccionar un microorganismo y utilizarlo en un cultivo es necesario partir de 
cepas aisladas preferentemente en la rizoplana de sus raíces, excepto en el caso de las 
leguminosas en que se parte directamente de los nódulos, y en último extremo de la 
rizosfera. 
 
Los microorganismos endófitos son aquellos que desarrollan todo o parte de su 
ciclo vital en los tejidos internos de la planta. Los endófitos se introducen en la planta 
principalmente a través de la raíz al comienzo de la germinación o a través de las raíces 
secundarias. En menor medida, la fracción aérea de la planta (flores, hojas o 
cotiledones) constituye otra puerta de entrada a través de los estomas, o como resultado 
de un daño foliar. Una vez en los tejidos, los microorganismos pueden quedar 
confinados en el punto de entrada o extenderse hacia otras zonas de la planta, dentro de 
las células vegetales, en el espacio intercelular, o bien en el sistema vascular.  
 
Estudiadas una amplia variedad de plantas, como tomate (Solanum lycopersicum), 
patata (Solanum tuberosum), trigo (Triticum aestivum), maíz (Zea mays), algodón 
(Gossypium hirsutum), colza (Brassica napus), arroz (Oryza officinalis) y cítricos, se ha 
comprobado que albergan importantes variaciones cuantitativas y cualitativas en la 
población de endófitos, atribuibles por un lado a la planta, como género, edad, tipo de 
tejido; y por otro lado a factores ecológicos como clima, estación del año, composición 
bacteriana del suelo etc. (Zinniel et al., 2002; Conn y Franco, 2004). 
 
Los endosimbiontes son aquellos microorganismos endófitos que establecen una 
relación de beneficio mutuo con la planta. El ejemplo clásico de este patrón de 
simbiosis en plantas dicotiledóneas está protagonizado por las bacterias saprofitas del 
suelo, Rhizobium (en leguminosas) y Frankia (en plantas actinorrizas), que promueven 
la fijación de nitrógeno atmosférico desde el interior de la célula vegetal (Fig. 1.1). 
Rhizobium y Frankia comienzan su relación simbiótica cuando la bacteria presente en la 
rizosfera de la planta, recibe el estímulo de determinados componentes del exudado de 
la raíz. Ésta es la primera de una concatenación de señales moleculares que conducirán 
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al desarrollo de un nuevo órgano en la planta, el nódulo, en el que la bacteria pondrá a 
disposición de la planta nitrógeno en una forma molecular fácilmente asimilable. 
 
 
Fig. 1.1. A. Rhizobium; B. Frankia; C. Bradyrhizobium. 
El género Rhizobium está constituido por bacilos Gram negativos que establecen 
simbiosis con las leguminosas y una especie de la familia Ulmaceae (Parasponia 
undersonii). Recientemente, el hábitat natural de los rhizobia se ha extendido a un tercer 
nicho, las raíces gramíneas. Rhizobium leguminorasum bv. trifolii ha demostrado estar 
presente de forma natural en las raíces de arroz (Oryza breviligulata) en cultivo 
rotatorio con trébol, sin la presencia de nódulos. Este hábitat en el interior de las raíces 
de cereales ya ha sido identificado como un importante reservorio de diversas bacterias 
endofíticas fijadoras de nitrógeno, conocidas como rhizobacterias estimuladoras del 
crecimiento de las plantas o PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria). Se trata de 
especies como Acetobacter diazotrophicus y Herbaspirillum seropedicae en caña de 
azúcar (Sacharum officinarum), o géneros como Azoarcus spp. y Azospirillum spp. en 
maíz (Zea mays) y arroz (Oryza sp.). Como la mayoría de estas PGPR en sus homólogas 
plantas huésped, R. leguminosarum demostró ser un eficaz promotor del crecimiento del 
arroz tras su inoculación (Chaintreuil et al., 2000). 
 
El género Frankia, perteneciente a la familia Frankiaceae del Orden 
Actinomycetales, se compone de bacterias filamentosas, Gram positivas, y constituye el 
único género de actinomicetos capaces de inducir la formación de nódulos radiculares 
fijadores de nitrógeno atmosférico en algunas angiospermas no leguminosas, 
denominadas plantas actinorrícicas. 
 
A diferencia de la simbiosis rhizobia-leguminosa, en la que la planta hospedadora, 
con pocas excepciones, pertenece a una única familia, las plantas actinorrizas están 
distribuidas en 7 órdenes y 8 familias de angiospermas, Betulaceae, Casuarinaceace, 
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Coriaciaceae, Datscacecae, Eleagnaceace, Myricaceace, Rhamnaceae y Rosaceae. 
Esta asociación se encuentra ocupando una gran variedad de ecosistemas en el mundo 
que incluyen tundra ártica, dunas, costeras, bosque tropical y templado, ecosistemas 
alpinos, chaparral y matorral esclerófilo entre otros (Benson y Silvester, 1993). 
 
Más recientemente se han descrito nuevas interacciones planta-microorganismo. 
Concretamente se han reaislado distintos tipos de actinobacterias a partir de nódulos 
radicales de fijación de nitrógeno y otras zonas de la raíz en plantas sanas, lo que parece 
indicar que estas ofrecen beneficios a las plantas. Se ha observado la presencia de 
actinobacterias del género Micromonospora como endófitos de plantas sanas de 
Triticum aestivum (Coombs y Franco, 2003), de Casuarina equisetifolia (Valdés et al., 
2005) y en nódulos de diversas plantas de Lupinus angustifolius (Fernández-Molinero, 
2005 y Trujillo et al., 2007) y Coriaria myrtifolia (Trujillo et al., 2006).  
 
Se han aislado cepas de Streptomyces endófitas a partir de raíces esterilizadas en 
superficie de 28 especies de plantas diferentes (Sardi et al., 1992), y se ha logrado su 
visualización sobre el tejido radical (Coombs y Franco, 2003). Además se han visto 
beneficios de la interacción Streptomyces-Rhizobium-leguminosa en plantas de Pisum 
sativum, en las que se producía una mejora tanto en crecimiento como en salud en las 
plantas inoculadas con Streptomyces+Rhizobium en comparación con las plantas control 
en las que se inoculó sólo Rhizobium; aumentando la frecuencia de nodulación, el 
tamaño medio de los nódulos y el vigor y número de bacteroides de Rhizobium en su 
interior, e incrementando a su vez la asimilación de hierro y probablemente de otros 
nutrientes del suelo. De este modo, mediante la colonización de las raíces y los nódulos, 
Streptomyces puede actuar como una bacteria promotora del crecimiento en plantas 
(Tokala et al. 2002). 
 
1.2 LAS LEGUMINOSAS 
 
Las leguminosas son hierbas, arbustos o árboles, anuales o perennes que forman 
una de las mayores familias de angiospermas, con cerca de 700 géneros y 18.000 
especies, distribuidas por todo el mundo, incluyendo plantas acuáticas, trepadoras y 
fuertemente xerofíticas, aunque son más frecuentes en las regiones tropicales y 
subtropicales. 
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En la actualidad, muchas de las especies de la familia Leguminosae tienen una gran 
importancia económica. Algunas son importantes especies forrajeras que se pueden 
cultivar bien en terrenos pobres en nitrógeno o bien emplearse también como abonos 
verdes, es el caso de los tréboles (Trifolium), la alfalfa (Medicago sativa), la esparceta 
(Onobrychis viciifolia) o los altramuces (Lupinus). Otras se cultivan por el gran valor 
alimenticio de sus granos, ricos en albuminoides y fécula, como las alubias (Phaseolus), 
las habas (Vicia faba), los guisantes (Pisum sativum), los garbazos (Cicer arietinum), o 
las lentejas (Lens culinaris). Entre las oleaginosas se pueden mencionar el cacahuete 
(Arachis hypogea) y la soja (Glycine max). De las plantas leñosas merece ser citada la 
falsa acacia (Robinia pseudoacacia), útil para la repoblación forestal de países secos, y 
además plantas ornamentales como la “lluvia de oro” (Laburnum anagyroides) y la 
glicina (Wisteria sinensis). En medicina se emplean la gatuña (Ononis spinosa) y el 
regaliz (Glycyrrhiza glabra) (Sitte et al., 2004) (Fig. 1.2).  
 
 
Fig. 1.2 uminosae . Tipos de leguminosas de la familia Leg
 
Otra característica a destacar en las leguminosas, es su capacidad de establecer 
simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno formando unos órganos en las raíces 
llamados nódulos, lo que permite que sean capaces de crecer en terrenos secos, pobres 
en nitrógeno o calcáreos, siendo las primeras colonizadoras tras la degradación de 
ecosistemas, e incrementar la fertilidad de los suelos. 
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La familia Leguminosae, está formada por plantas dicotiledóneas, cuyo nombre 
deriva del latín legumen (semillas con vainas). Aunque algunos autores la han separado 
en tres familias independientes –Caesalpiniaceae, Mimosaceae y Papilionaceae–, en el 
presente trabajo se sigue la clasificación descrita por Strasburger, (2004) en el que se 
consideran tres subfamilias que se distinguen por la disposición de sus piezas florales 
(Fig. 1.3). 
 
El hecho de que el cultivo de 
leguminosas enriquece el terreno es 
conocido desde hace mucho tiempo, 
habiéndose derivado del mismo la técnica 
de alternar cultivos de año en año siguiendo 
rotaciones en las que obligadamente 
interviene una leguminosa. Este proceso de 
fijación de nitrógeno en el suelo es una 
consecuencia de un proceso simbiótico 
entre las plantas y ciertas bacterias del 
género Rhizobium. La cantidad de 
nitrógeno liberado por las bacterias radiculares depende del suelo, de las condiciones de 
cultivo, de la especie cultivada e incluso de la va
Fig. 1.3. Flor de leguminosas 
riedad. 
 
La mayoría de las especies de las subfamilias Faboideae y Mimosoideae en las que 
se ha estudiado la capacidad de nodulación, son capaces de establecer simbiosis con 
rhizobia (Allen 1981) formando nódulos radicales generalmente y caulinares 
ocasionalmente. En la subfamilia Caesalpinoideae se han encontrado nódulos en pocos 
de los géneros estudiados (Allen 1981; Sprent et al., 1993; Foster 1998). Algunos 
autores sugieren que esto puede ser debido a que, aunque todas las leguminosas puedan 
ser capaces de tener una simbiosis con rhizobia como endófitos, no todas pueden formar 
nódulos (Bryan et al., 1996 y Doyle, 1998).  
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1.2.1. La alubia (Phaseolus vulgaris) 
 
La alubia, judía, faba, fríjol, 
poroto, o cualquiera de la infinidad 
de sinónimos con los que se conoce a 
esta especie (Phaseolus vulgaris) 
(Fig. 1.4) es considerado uno de los 
cultivos más antiguos, como lo han 
demostrado las múltiples 
investigaciones arqueológicas 
realizadas, que han encontrado restos 
diversos de semillas, fragmentos de 
vaina o incluso plantas completas con diferente antigüedad. En la región suroeste de los 
EEUU se han encontrado restos de hace 2,300 años, en México de hasta 7,000 años e 
incluso de 8,000 a 10,000 años de antigüedad en Perú (Voysest, 1993). 
Fig. 1.4. Planta y fruto de Phaseolus 
 
Actualmente está aceptado su origen americano sin ninguna controversia, 
basándose en las fuertes evidencias que han proporcionado los restos arqueológicos, los 
estudios botánicos realizados entre las formas salvajes y cultivadas, las referencias 
históricas reflejadas en textos del Descubrimiento y también en los datos lingüísticos de 
las lenguas indias nativas (Asensio, 1996). 
 
La alubia común es una de las leguminosas más importantes del mundo, precedida 
solamente por la soja (Glycine max) y el cacahuete (Arachis hypogaea). Está 
ampliamente distribuida y es cultivada en todos los continentes excepto en la Antártida, 
siendo en el continente americano donde su producción es mayor. 
 
La producción de alubia en Nicaragua se caracteriza por ser una actividad de 
pequeños y medianos productores en diferentes zonas del país. Otros países 
centroamericanos también son consumidores potenciales de alubia, particularmente 
países fronterizos como, El Salvador y Costa Rica. Debido a que la actividad agrícola en 
estos países ha disminuido, la necesidad de importar alubias de Nicaragua ha llevado a 
los productores nicaragüenses a incrementar la producción para la exportación.  
 
La alubia es una planta anual, herbácea que no soporta las heladas, pero tampoco 
temperaturas superiores 32ºC, ya que se produce el aborto de las flores o la deformación 
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de las vainas. Debido a estos factores la alubia se cultiva principalmente en el trópico, 
pero también en la zona templada de los hemisferios norte y sur, en altitudes que varían 
desde el nivel del mar hasta los 3.000 m, dependiendo de la latitud. 
 
1.2.1.1. Morfología  
 
En general el sistema radical de la alubia es superficial, encontrándose el mayor 
volumen de la raíz en los primeros 20 cm de profundidad, y tiende a ser fasciculado, 
aunque existe una gran variabilidad incluso dentro de la misma variedad, por lo que el 
tipo pivotante auténtico se puede presentar, aunque en un porcentaje muy bajo. 
 
Esta especie, como todos los miembros de la subfamilia Papilionoideae, presenta 
nódulos distribuidos en la parte superior y media del sistema radical, que son 
colonizados por bacterias del género Rhizobium, las cuales fijan el nitrógeno 
atmosférico y de este modo ayudan a satisfacer los requerimientos de la plantas de este 
elemento. 
 
El tallo presenta generalmente un 
diámetro mayor que las ramas y puede ser 
erecto, semipostrado o postrado según el 
hábito de crecimiento de la variedad. 
 
Las hojas de la alubia están insertadas en 
los nudos del tallo y de las ramas, donde 
también se encuentran las estípulas que son 
bífidas. Las hojas son de dos tipos, simples o 
compuestas. Las hojas simples son opuestas, 
cordiformes, unifoliadas, auriculadas y acuminadas que se caen antes de finalizar el 
total desarrollo de la planta. Las compuestas son trifolioladas; los folíolos son enteros, 
con forma ovalada o triangular, cordiformes, pero sin aurículas, glabros o subglabros. 
Tienen peciólulos y estípulas en su base. En la inserción de estas hojas hay un par de 
estípulas de forma triangular y de inserción basi-fija (Fig. 1.5). 
Fig. 1.5. Phaseolus vulgaris 
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Fig. 1.6. Flor de Phaseolus 
 
Las inflorescencias se consideran 
botánicamente como racimos de racimos, 
originados a partir de las tres yemas que se 
encuentran en las axilas formadas por las brácteas 
primarias y la prolongación del raquis. Se pueden 
encontrar en posición axilar o terminal. Las flores 
son típicamente papilionáceas (Fig. 1.6). 
 
 
 
El fruto es una vaina con dos valvas unidas por dos suturas la dorsal y la ventral. 
Pueden ser fuertemente dehiscentes, cultivadas para grano secos; débilmente dehiscente, 
usadas para consumo verde o en grano, los frutos indehiscentes son consumidos 
únicamente verde.  
 
Dependiendo de las variedades, las semillas pueden ser diversas. El número de 
semillas oscila de 4-10. Las reservas 
nutritivas en la semilla se 
concentran en los cotiledones. Se 
originan a partir de un óvulo 
compilótropo y su forma puede ser 
variable dependiendo de las 
variedades (cilíndricas, de riñón, 
truncadas, redondeadas, etc.). El 
color también es variable (blanca, 
morada o vinoso, pintas, negras, rojas), al igual que el tamaño (Fig. 1.7).  
Fig. 1.7. Semillas de Phaseolus  
 
1.2.1.2. Germinación  
 
Para que el proceso de germinación tenga lugar (Fig. 1.8.), es necesario que se den 
una serie de condiciones ambientales favorables como son: un sustrato húmedo, 
suficiente disponibilidad de oxígeno que permita la respiración aerobia y, una 
temperatura adecuada para los distintos procesos metabólicos y para el desarrollo de la 
plántula. 
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La absorción de agua por la semilla desencadena una secuencia de cambios 
metabólicos, que incluyen la respiración, la síntesis proteica y la movilización de 
reservas. A su vez la división y el alargamiento celular en el embrión, provoca la rotura 
de las cubiertas seminales, que generalmente se produce por la emergencia de la 
radícula. 
 
Fig.1.8: Proceso de germinación y crecimiento de una semilla de Phaseolus. 
 
1.2.1.3. Agronomía  
La alubia se considera un cultivo de áreas subtropicales, cuyo crecimiento óptimo 
está entre los 15 y 27ºC. La germinación es lenta en condiciones de temperatura 
menores que 15ºC, así mismo el crecimiento es lento cuando la temperatura es inferior a 
20ºC. Se adaptan mejor a terrenos bien drenados y de naturaleza ligera, no salinos, con 
pH entre 5.8 y 7.0, ricos en materia orgánica y donde no sea factor limitante la 
humedad. La falta de agua (estrés hídrico), especialmente durante la floración, reduce la 
cosecha. Las plantas de alubias demandan, en importante cantidad, los elementos 
fertilizantes (K, N, Ca, P) y son sensibles a las carencias de cobre, molibdeno (en suelos 
ácidos), manganeso (en suelos básicos) y, especialmente, de zinc; además, son sensibles 
al exceso de boro y cloro. El ciclo del cultivo, o período transcurrido entre la siembra y 
la recolección, para las variedades locales cultivadas varía de 90 y 150 días.  
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1.2.1.4. Plagas y Enfermedades 
 
Entre las diferentes plagas que atacan a Phaseolus vulgaris se encuentra Phyllofago 
spp., Empoasca Kraemer, Diabrotica sp., Ceremetoma sp., Vaginelus plebeius, 
Sarasinula plabeia, Bemisia tabaci, Apion Godmani, Estigmene acrea y Zabrotes 
subfaciatus entre otros. También existen diferentes enfermedades que afectan los 
cultivos de Phaseolus vulgaris entre los cuales está la mancha angular 
(Phaseoisariopsis griseola), la roya (Uromyces phaseoli), antracnosis (Colletotrichum 
lindemuthianun) y mustia hilachosa (Thenatephorus cocumeris). 
 
1.2.1.5. Utilización y aprovechamiento 
La producción de P. vulgaris tiene múltiples utilidades, aprovechando las distintas 
estructuras de la planta. Se cultiva para la alimentación humana, consumiéndose sus 
vainas verdes (judías o fréjoles verdes), los granos tiernos o los granos secos (alubias o 
frijoles). En algunos países de Latinoamérica y África también se consumen las hojas y 
flores jóvenes como vegetales frescos. Además, las hojas verdes, los tallos y las vainas 
son alimento para el ganado al igual que los rastrojos de las plantas secas. También son 
usados como abono verde y en países pobres como combustible para cocinar. 
 
Estudios clínicos demuestran que el consumo regular de alubia ayuda en la 
prevención de enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, cáncer y 
enfermedades del tubo digestivo, reduciendo el nivel de colesterol y glucosa en sangre 
(Singh, 1992). Esto es debido a que en su piel se encuentran gran cantidad de 
flavonoides que tienen además poder antioxidante. Los principales componentes del 
grano de alubia son glúcidos, proteínas, lípidos, sustancias minerales y fibra. Además 
destaca su alto contenido en calcio y hierro y vitaminas como tiamina (B1) y ácido 
fólico (Rodríguez-Castillo et al, 2003; Gómez, 1983; Lareo, 1988 y Santalla, 1995). 
 
1.2.2. El cacahuete (Arachis hypogaea) 
  
El término cacahuate viene del náhuatl tlālcacahuatl, que significa cacao de la 
tierra; compuesto por tlalli –tierra, suelo– y cacahuatl –granos de cacao– porque la 
vaina de sus semillas está bajo tierra. La planta y su fruto se conocen en México como 
cacahuate, mientras que España ha adoptado el término cacahuete. En casi todos los 
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demás países de habla hispana se emplea el vocablo taíno maní. Imprecisamente a veces 
se le llama nuez o avellana, que en realidad corresponden a otros vegetales (Fig. 1.9). 
Arachis hypogaea, que es de origen americano, ha 
sido cultivada para el aprovechamiento de sus semillas 
desde hace 4000 ó 5000 años. Los conquistadores 
españoles observaron su consumo en México-
Tenochtitlan, la capital del imperio azteca; en el siglo 
XVI fue llevado por los españoles al continente 
Africano donde se desarrolló un segundo centro 
genético (ICRISAT) y de domesticación de esta planta, 
y posteriormente lo distribuyeron por Europa y el resto 
del mundo. Fig. 1.9. Fruto de Arachis. 
 
El cultivo de cacahuete se ha extendido ampliamente por diferentes regiones de 
Asia y África. No obstante, y a pesar de que algunos países asiáticos como China e 
India son productores aproximadamente de las dos terceras partes de la cosecha 
mundial, el cacahuete es importante como fuente de aceite para cocinar principalmente 
en los países tropicales de América. Las cáscaras del fruto son un subproducto que se 
emplea como combustible. 
 
Existen diferentes especies como Arachis correntina, A. durannensis, A. monticola, 
A. batizocoi, y A. cardenasii, en América del Sur originarias de Bolivia, norte de 
Argentina, Perú y Brasil, países donde se explota esta planta comercialmente para 
producir aceite vegetal. Entre las variedades que existen está la Florunner, Georgina 
Runner, Virginia NC-2, Sulamic, TATU, Blanco Manfredi-68, Colorado irradiado2. En 
Nicaragua, la variedad que se cultiva es la Florunner, de la familia Runner. Esta 
variedad es reconocida por su alto rendimiento de SMK (Sound Mature Kemel), que 
permite la obtención de una buena calidad de aceite y posee excelentes características 
para su proceso industrial (Ministerio de Fomento, Industria y Comercio, 2006). 
 
En Nicaragua, el cacahuete es en la actualidad uno de los cultivos de mayor 
importancia agroeconómica de la región debido al papel que ha desempeñado en los 
últimos años en la economía nacional tras la caída del precio del algodón. La mayor 
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parte de la producción de este rubro se destina a la industria alimentaria y exportación 
generando importantes ingresos a nivel nacional y local por la creación de empleos.  
 
El cacahuete es una planta anual, herbácea, erecta, ascendente, de 15 a 70 cm de 
alto, tallos ligeramente pilosos con ramificaciones desde la base, que desarrolla raíces 
cuando dichas ramas tocan el suelo. Se reconocen dos grupos principales de variedades, 
las de planta erecta y las de tipo rastrero. Casi todas las formas que se cultivan 
comercialmente pertenecen al primer grupo.  
 
1.2.2.1. Morfología 
 
Las hojas son uniformemente pinnadas 
con 2 pares de foliolos oblongos –ovados u 
ovoaovados de 4-8 cm. de largo, obtusos o 
ligeramente puntiagudos en el ápice, con 
márgenes completos; las estípulas son 
lineares puntiagudas, grandes, prominentes, y 
llegan hasta la base del pecíolo (Fig. 1
Fig. 1.10. Plantas de A. hypogaea  
.10).  
 
Las flores son ostentosas, sésiles al 
inicio que nacen después en unas cuantas 
inflorescencias cortas, densas y axilares. 
El tubo del cáliz es de forma tubular. La 
corola es de color amarillo brillante de 
0.9 – 1.4 cm. de diámetro y el estandarte 
que es de tamaño grande frecuentemente 
presenta manchas moradas. Las alas son 
libres de la quilla puntiaguda y de 
tamaño más grande (Fig.1.11). 
Fig. 1.11. Flores sésiles de A. hypogaea. 
 
Después de que las flores han sido fertilizadas, el pedicelo verdadero se desarrolla 
en un tallo o estaquilla de 3-10 cm. de longitud que gradualmente empuja el ovario 
dentro del suelo. Tan pronto como las flores producen la estaquilla que va al suelo, las 
flores desaparecen los frutos maduran y estarán listos para su cosecha en un período de 
tiempo que dura de 8 a 10 semanas (Fig. 1.12). 
  15
 INTRODUCCIÓN GENERAL      CAPÍTULO 1 
 
Fig. 1.12. Proceso A. hypogaea
rutos inmaduro. 
 de formación del fruto de cacahuete  . 1: Flor, 2: Estaquilla, 3, 4: 
F
 
Las vainas se encuentran enterradas de 3-10 cm. debajo de la superficie. Son de 1-7 
cm. de largo, de forma abultada de 1-4 semillas, de color marrón, con bordes 
prominentes reticulados y más o menos deprimidos entre las semillas. La testa es de 
color rojo claro o rojo oscuro. 
 
La planta tiene una raíz pivotante compacta, bien desarrollada, que posee 
numerosas raíces laterales que crecen hacia abajo en la parte inferior. Las raíces 
principales y laterales forman asociaciones con micorrizas y especies del género 
Rhizobium que forman pequeños nódulos redondeados o lobulados. 
 
1.2.2.2. Germinación  
 
El proceso de germinación del cacahuete desde semilla a planta, al igual que en 
otras leguminosas como la alubia (Phaseolus vulgaris) y el altramuz (Lupinus sp) se 
lleva acabo en 3 fases: hidratación, germinación y crecimiento. El cacahuete también es 
una especie con una germinación epígea, lo que determina que los cotiledones sean 
conducidos por el hipocotilo sobre el nivel del suelo, volviéndose los primeros órganos 
verdes fotosintetizadores.  
 
.2.2.3. Agronomía 1
 
La planta se desarrolla en climas cálidos, siendo susceptibles a las heladas. El 
cacahuete es muy adaptable y se cultiva en regiones continentales con veranos cálidos 
hasta los 45° de latitud norte y 40° de latitud sur. El tiempo de crecimiento y el ciclo 
vegetativo está determinado principalmente por la temperatura ambiental. El óptimo 
para la germinación es 30-34°C (máx. 45°C, min. 20°C). Para el crecimiento vegetativo 
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el óptimo es de 25-30°C, y temperaturas por encima de 34°C son nocivas para la 
inducción floral. El óptimo de temperatura influye en la tasa fotosintética neta, la 
inducción floral y el desarrollo de las vainas y por lo tanto es determinante para mejores 
rendimientos fuera de las zonas cálidas tropicales. Las temperaturas nocturnas no 
deberían ser inferiores a 10°C durante la maduración del fruto. Su ciclo dura alrededor 
de 4 meses hasta la maduración del fruto. El requerimiento óptimo de agua durante el 
ciclo vegetativo es de 500 mm, mientras que las necesidades mínimas varían entre 250 y 
300 mm para las variedades precoces. 
 
A diferencia de otras leguminosas, el cacahuete es muy particular en lo que respecta 
a sus requerimientos del suelo. Éste debe ser de estructura suelta, fértil, bien drenado, 
con alto contenido de calcio, fósforo y potasio; con pH entre 6 y 7. Las plantas extraen 
grandes cantidades de nutrientes cuando se cosecha no sólo el fruto sino también la 
planta entera para fines de forraje, de tal manera que obliga a fertilizar los cultivos 
siguientes. No obstante el maní tiene propiedades de mejorador del suelo para cultivos 
de no leguminosas y es un excelente cultivo precedente para cereales. Los residuos del 
precultivo deberán ser en gran parte descompuestos para la siembra. Cultivos adecuados 
dentro de la rotación son en especial cereales, sorgo, mijo perlero, maíz, arroz, además 
sésamo, saflor, algodón, camote (batata) y leguminosas de grano como Vigna mungo, o 
Vigna unguiculata.  
 
1.2.2.4. Plaga y Enfermedades  
 
Entre las plagas que afectan a Arachis hypogeae están los Trips (Frankliniella 
tritici), arañitas o los ácaros (Tetranychus y otras especies), los heloteros o belloteros 
(Heliothis spp.) las lagartas militares (Spodopter, Pseudaetia), escarabajos (Epicauta 
spp.), áfidos (Aphis croccivora) disemina el virus de la roseta, un problema serio en 
África., gorgojo del cacahuete (Caryedon spp.). 
 
La enfermedad más seria que afecta al cacahuete en los países tropicales, 
principalmente en las zonas húmedas, es la marchitez bacteriana (Pseudomonas 
solanacearum). La mancha de la hoja (Cercospora personata y C. arachidicola), y 
hongos de suelo como Rhizoctonia spp, también tiene efectos muy perjudiciales. 
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1.2.2.5. Utilización y Aprovechamiento 
Con frecuencia los cacahuetes se cultivan para utilizarse como forraje, heno, 
pastura o ensilado, en cuyo caso las plantas deben cosecharse antes de su floración. Los 
pequeños brotes también pueden utilizarse en la alimentación como legumbres. Son 
ricos en proteínas y calcio, pero si se consumen en grandes cantidades, pueden causar 
desarreglos en la digestión, por la presencia de compuestos como la aflatoxina. 
Los cacahuetes se utilizan tostados o cocidos, los granos enteros o fraccionados se 
utilizan en dulces, pasteles, galletas y otras confecciones. Los granos frescos contienen 
del 32-35% de proteínas y del 40-50% de grasa y además cistina, tiamina, riboflavina y 
niacina, son por lo tanto muy nutritivos. Por su alto contenido en proteína tienen un 
papel importante en la dieta de millones de personas que no pueden adquirir proteínas y 
grasas animales. 
1.2.3. El Lupino o altramuz (Lupinus spp.) 
 
El lupino o altramuz es una planta nueva y antigua a la vez. Nueva respecto al 
reciente interés en el cultivo de variedades mejoradas; y antigua, porque ya se tiene 
conocimiento de su cultivo en suelos pobres desde hace 2000 años, empleándolo a su 
vez para la mejora de los suelos y abonado verde.  
 
El género comprende cientos de especies, 
de las cuales solamente una docena proceden de 
Europa y África, el resto principalmente de 
América (Gladstones, 1970). 
Fig. 1.13: Planta de Lupinus 
 
Así como el lupino blanco (Lupinus albus) 
se cultivó hace ya muchos años en Europa, otras 
especies han sido cultivadas durante varios 
siglos en las cordilleras andinas de América del 
sur, siendo la base de la alimentación proteica 
de las poblaciones indígenas (Fig. 1.13). 
 
La reciente historia del altramuz se refiere a la mejora genética de estas especies. 
Durante la segunda guerra mundial investigadores alemanes centraron su interés en la 
producción de esta planta para la obtención de proteínas. R. Von Sengbusch fue el 
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primero en obtener semillas libres de alcaloides, que han sido el punto de partida de las 
variedades denominadas dulces que actualmente se cultivan.  
 
Actualmente la producción y el comercio mundial se concentra en este tipo de 
lupino dulce, siendo producido como forraje o leguminosa de grano mayoritariamente 
en Australia, seguida por países de la ex Unión Soviética, Polonia y Alemania. En 
España se ha observado un incremento en la superficie cultivada, pasando de las 2.700 
hectáreas en el año 1985, hasta las 5.794 hectáreas cultivadas en el año 2006, siendo 
actualmente la Comunidad de Castilla y León el mayor productor, seguida de 
Extremadura (MAPA, 2007).  
 
En el lupino existen especies de distinta procedencia, anuales y perennes, de tipo 
herbáceo y arbustivo. El nombre lupino proviene del latín lupus “lobo”, debido a la 
asociación con este animal y debido a la creencia que dicha planta empobrecía el suelo 
con su voracidad.  
 
1.2.3.1. Morfología  
 
Según M. Box (1961), el sistema radicular es pivotante y profundo, con diferencia 
entre especies en cuanto a su longitud. Tallo ramificado, glabro o pubescente, 
alcanzando alturas de más de un metro. Las ramificaciones laterales son de hasta cuarto 
orden, variando el punto de inserción en las especies. 
 
Fig. 1.14. Inflorescencia de 
Lupinus. 
Las hojas son compuestas, digitadas, increpadas en 
un largo pecíolo. Los folíolos son ovoides o 
lanceolados, según las especies, y su número varía de 5 
y 12, siendo entre 7 y 9 lo más frecuente.  
 
La inflorescencia es en racimo, compuesta de 
numerosas flores que pueden ser desde 4 hasta 30 como 
máximo. El color de las flores varía de blanco, amarillo, 
naranja, rosa, rojo, azul, verde, violeta y marrón. Es 
frecuente la existencia de floraciones sucesivas, hasta 
tres o cuatro (Fig.1.14). 
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Las vainas pueden contener de dos a nueve semillas, el número más frecuente está 
entre tres y seis. La dehiscencia de las vainas es un carácter propio de las especies 
silvestres, como mecanismo de reproducción. 
 
Las semillas presentan formas y tamaños muy variados. El peso de 1.000 semillas 
es variable según la especies: de 240 a 600 g en el L. albus o de 130 a 200 g en L. 
angustifolius. 
 
1.2.3.2. Germinación  
 
La germinación se inicia con la imbibición de la semilla y continúa con la aparición 
de la radícula; ésta última presenta una gran elongación antes de que aparezca el 
hipocotilo. El lupino, a diferencia de otras leguminosas, es una especie de germinación 
epígea, lo que determina que los cotiledones sean conducidos por el hipocotilo sobre el 
nivel del suelo. Al terminar el crecimiento del hipocotilo, y a partir del punto en que se 
presenta insertos los cotiledones, se genera el crecimiento del epicotilo, el cual presenta 
una mínima elongación antes de dar paso a la primera hoja. La radícula, luego de la 
emergencia de las plántulas, va profundizando y creciendo rápidamente hasta 
transformarse en una fuerte raíz pivotante. Ésta presenta múltiples ramificaciones y gran 
cantidad de raicillas y pelos radicales, originándose un sistema radical de gran 
crecimiento. (Fig. 1.15). 
Fig. 1.15. Proceso de germinación de Lupinus 
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1.2.3.3. Agronomía 
 
Los lupinos son plantas herbáceas anuales de porte erecto, que viven normalmente 
en terrenos sin carbonatos, de pH neutro a ácido, en tierras pobres. (Jambrina, 1993). 
 
Lupinus albus (lupinus 
blanco) es el más cultivado 
desde tiempo remotos. Se ha 
utilizado como alimento para 
ganado, principalmente cerdos 
en montanera y ovino en 
pastoreo (Fig.1.16).  Fig. 1.16. Planta, cultivo y semillas de Lupinus albus. 
 
 
Se cultiva en pequeñas parcelas al oeste de la provincia de Salamanca, en época de 
otoño; y al norte de las provincias de León y Palencia, en época de primavera. De 
semilla blanca-crema, más bien plana y con un contenido de proteínas sobre el 40%. Es 
la especie más productiva pero también las más exigente en cuanto a fertilidad y 
humedad, sobre todo en período crítico como la floración. 
 
Lupinus angustifolius 
(lupinus de hoja estrecha) de 
manera espontánea tiene una 
distribución más plástica y 
abundante en la península, tanto 
en lo que se refiere al clima 
como a suelos, que lo mismo 
aparece en caminos y carreteras 
que entre jarales y pinares, tanto 
en terrenos costeros térmicos 
arenosos, como en terrenos más o menos arcillosos y de pizarras del inter
Fig. 1.17. Flor y cultivo de L. angustifolius  
ior (Fig.1.17).  
 
Prefiere suelos ligeramente ácidos o neutros, con buen drenaje, ricos en nutrientes, 
en especial cobalto, fósforo y potasio. No se desarrolla bien sin temperaturas moderadas 
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durante la fase vegetativa, y tolera bien las heladas. Exige una pluviosidad de entre 250 
y 1.500 mm al año. 
 
Se cultiva en la región septentrional de Europa, así como en Australia, Nueva 
Zelanda, Sudáfrica y Estados Unidos, rindiendo entre 500 y 2500 kg/ha según la riqueza 
del suelo. Lupinus angustifolius tiene un ciclo corto, en cambio Lupinus albus es de 
periodo largo. 
 
1.2.3.4. Plagas y Enfermedades  
 
Entre las principales plagas que afecta a Lupinus spp. están el gusano alambre 
(Phorbia platura), pulgones (Sitona ssp.), chinches (Oxythyrea funesta) y mosca 
(Phorbia platura).  
 
Entre las enfermedades mas destacadas se encuentran la manchas marrones 
(Pleiochaetae setosa), oidio o moldeo pulvurento (Erysiphe poligoni), hongo de raíz y 
cuello (Phythium ssp.) y hongo causante de la lupinosis (Phomosis leptotromiformi).  
 
1.2.3.5. Utilización y aprovechamiento 
 
El lupino cuenta con grandes cualidades como producto, principalmente por su 
contenido proteico además de sus alcaloides, que le confieren usos actuales y 
potenciales interesantes, más allá de los problemas que le implican como alimento. 
 
El aprovechamiento del grano se dirige fundamentalmente a la alimentación del 
ganado, como complemento proteico de los cereales. El lupino dulce, puede sustituir a 
la harina de soja (Glycine max) en la alimentación de ovejas, y en cierta proporción en 
la de vacas y pollos. Recientemente está siendo introducido como fuente de proteína 
vegetal en granjas piscícolas dedicadas a la cría de mariscos (Chien, 2003). 
 
La especie de mayor potencial productivo es Lupinus albus; aunque en función de 
diferentes condiciones edáficas, climáticas y aprovechamientos la especie L. 
angustifolius puede ser usado para grano y forraje. 
 
El empleo del altramuz en la alimentación humana se destina a fines nutritivos y 
fruitivos. La forma amarga del altramuz es puntualmente consumida como aperitivo, 
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pero son los productos derivados de la semilla dulce los consumidos ampliamente en 
forma de harinas. Su composición nutricional presenta cualidades que superan a la soja 
(Glycine max), puesto que su baja proporción en fitatos y lectinas mejoran su 
digestibilidad; y su alto contenido en fibras solubles e insolubles y grasas insaturadas, lo 
hacen óptimo en dietas hicolesterolemiantes. Por todo ello, el lupino se presenta como 
un atractivo sustituto de la soja y de las alubias secas (Phaseolus vulgaris) (Mubarak, 
2001). 
 
Aparte de los usos alimentarios, tiene buen potencial de uso como abono verde, en 
cuyo caso, además de los beneficios generales sobre la calidad física y biológica del 
suelo que supone esta técnica agrícola, la simbiosis de lupino con bacterias del suelo 
pertenecientes generalmente al género Bradyrhizobium (Barrera et al., 1997), promueve 
la fijación de nitrógeno y su incorporación al suelo. El lupino presenta una capacidad 
fijadora de nitrógeno de 150-200 Kg de N por hectárea, por lo que en cultivo rotatorio, 
podría disminuir la utilización de fertilizantes químicos (Robinson y Beyene, 2000). 
 
1.3. ACTINOBACTERIAS 
 
Las actinobacterias son microorganismos Gram positivos, con un contenido de 
guanina-citosina (GC) superior al 50% en su ADN. Presentan desde una morfología 
unicelular hasta filamentosa, la mayoría son aerobios (metabolismo oxidativo), aunque 
algunos de ellos son anaerobios facultativos u obligados (Magarvey et al., 2004; 
Stackebrant y Schumann, 2006).  
 
Constituyen el orden Actinomycetales, de la clase Actinobacteria. Dicho orden está 
compuesto por más de 220 géneros y cientos de especies que constantemente son 
descritas (www.bacterio.citc.fr.). 
 
Casi todos sus miembros desarrollan un micelio filamentoso que puede permanecer 
unido a la superficie del sustrato, al cual se le denomina micelio vegetativo, o bien 
puede desarrollarse hacia la parte externa, en cuyo caso se denomina micelio aéreo. Los 
filamentos individuales o hifas del micelio se subdividen en unidades, como producto 
del crecimiento de la pared celular hacia el interior de la hifa en intervalos regulares a lo 
largo de esta estructura. A este proceso se le denomina septación y cada una de las 
septas resultantes contiene una molécula de ADN (Holt et al., 1994). 
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Una característica particular de muchas actinobacterias es la formación de esporas 
que son producidas en hifas especializadas, muchas de las cuales se desarrollan sobre el 
micelio aéreo. De manera general, estas estructuras carecen de movilidad aunque 
algunos géneros producen esporas flageladas. Las esporas producidas por la mayoría de 
las especies no son resistentes al calor y, la forma, número y disposición de éstas, es una 
característica específica en muchos géneros (Stackebrant y Schumann, 2006). 
 
La mayoría de los géneros descritos corresponden a bacterias aisladas de suelos, sin 
embargo, en muchos casos no se ha estudiado cómo crecen y sobreviven en el medio 
ambiente. Son capaces de formar micelio sobre sustratos orgánicos asequibles, pero una 
vez agotados los nutrientes, inician nuevamente su diferenciación y la producción de 
esporas. La dispersión de las esporas por el ambiente va a depender de su forma e 
hidrofobicidad, de los artrópodos presentes en el suelo y del movimiento del agua 
intersticial. Así, las esporas hidrofílicas del género Micromonospora se separan y 
dispersan en el agua más fácilmente que las cadenas de esporas hidrófobas del género 
Streptomyces (Williams et al., 1984). 
 
Las actinobacterias se encuentran distribuidas en diferentes hábitats, sin embargo su 
reservorio natural es el suelo donde conforman aproximadamente el 20-60% de la 
población microbiana. En el suelo su función ecológica principal es la descomposición 
de la materia orgánica a través de las enzimas que producen y que les permiten 
hidrolizar diversos compuestos. Las actinobacterias son capaces de descomponer la 
lignocelulosa y se han descrito algunas especies productoras de celulasas, xilanasas o 
proteasas (Rivas et al., 2003; Rivas et al., 2004 a, b, c, d). El olor característico a tierra 
húmeda se debe a su actividad metabólica, a la producción de compuestos terpenoides 
(geosminas). Algunas especies son patógenos de humanos, animales o plantas, mientras 
que otras son fijadoras de nitrógeno (Williams et al., 1984; Stackebrant y Schumann, 
2006). 
 
Además de la función ecológica, las actinobacterias han demostrado que son una 
fuente principal de metabolitos secundarios tales como antimicrobianos, antivirales, 
anticancerígenos, anticoagulantes, e inmunomoduladores entre otros (Bull et al., 2000; 
Mincer et al., 2002). Se estima que aproximadamente el 68% de estos productos son 
sintetizados por actinobacterias del género Streptomyces. Sin embargo, otros géneros 
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entre los que destacan Actinomadura, Actinoplanes, Micromonospora, Nocardia, y 
Streptoverticillium son fuentes valiosas de metabolitos bioactivos de aplicación 
terapéutica y agroquímica (Omura, 1992; Horan, 1994; Kokare et al., 2004). 
 
1.4. EL GÉNERO MICROMONOSPORA 
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 micelio aéreo. 
ue crecen en medios sólidos inicialmente tienen un color amarillo o 
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-negras, verde-negras, o negras y se vuelven mucosas.  
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 Micromonospora (Fig. 1.18), pero el crecimiento del micelio y la 
esporas tienen poco valor diagnóstico para las especies. En ocasiones  
n parejas de forma longitudinal y más raramente de forma múltiple y 
emann y Casmer, 1973). 
Figura 1.18. Morfología del género Micromonospora
ies producen pigmentos, sin embargo, éstos también carecen de valor 
 hora de reconocer especies. Hay dos pigmentos de micelio 
ocidos como indicadores de pH, el pigmento marrón-morado de 
echinospora y el pigmento azul-verdoso de Micromonospora 
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coerulea. También existen otros pigmentos difusibles característicos que son 
producidos por otras especies (Kawamoto, 1989). 
 
Muchas cepas son altamente proteolíticas y celulolíticas. La tolerancia media al 
cloruro sódico es del 3% y el máximo es del 5%. No existe crecimiento por debajo de 
pH de 5,5 ni por encima de 9,5 y la mayoría de las cepas son incapaces de crecer a 
45ºC. 
 
Las cepas de Micromonospora se caracterizan por una pared celular de tipo II. El 
peptidoglicano de la pared celular contiene ácido meso-diaminopimélico y ácido 
murámico, mientras que es frecuente la presencia de los azúcares glucosa, xilosa, 
arabinosa, galactosa y manosa en hidrolizados totales celulares. El perfil de fosfolípidos 
de casi todas las especies de Micromonospora corresponde al tipo II (Lechevalier et al., 
1977). 
 
1.4.1. Clasificación taxonómica 
El género Micromonospora fue descrito por primera vez en 1923 por ∅rskov. En 
las Listas Aprobadas de Nomenclatura de 1980 (Skerman et al.), el género incluía 12 
especies y siete subespecies que posteriormente fueron variando. Durante esa década se 
añadieron dos especies más, Micromonospora olivasterospora (Kawamoto et al. 1983) 
y Micromonospora rosaria (Horan y Brodsky, 1986); se unificó la especie de 
Micromonospora brunnea en Micromonospora purpureochromogenes y se combinó 
Micromonospora carbonacea subsp. carbonacea y Micromonospora carbonacea subsp. 
aurantiaca en Micromonospora carbonacea (Szabó y Fernández, 1984).  
 
En los años noventa se incluyó Micromonospora chersina (Tomita et al., 1992) y el 
género Catellatospora matsumotoense se transfirió al género Micromonospora como 
Micromonospora matsumotoense basándose en el análisis del gen ARN ribosómico 16S 
(Lee et al., 1999). 
 
Ya en el inicio de la década siguiente se llevó a cabo una reclasificación del género 
(Kasai et al., 2000), basada en los análisis de la secuencia del gen de la girasa B (gyrB) 
y los experimentos de hibridación ADN-ADN, de modo que las subespecies 
Micromonospora echinospora subsp. pallida y Micromonospora halophytica subsp. 
nigra se redefinieron como especies, Micromonospora pallida y Micromonospora nigra 
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respectivamente; y las especies Micromonospora echinospora subsp. ferruginea, 
Micromonospora rhodorangea y Micromonospora purpurea quedaron dentro de la 
especie Micromonospora echinospora. 
 
En el año 2004 se describieron las especies Micromonospora endolithica (Hirsch et 
al., 2004), y Micromonospora aurantionigra (Thawai et al., 2004), que fue renombrada 
en su validación como Micromonospora auratinigra y durante 2005 se describieron 
once especies más, Micromonospora mirobrigensis (Trujillo et al., 2005), 
Micromonospora citrea, Micromonospora echinaurantiaca, Micromonospora 
echinofusca, Micromonospora fulviviridis, Micromonospora inyonensis, 
Micromonospora peucetia, Micromonospora sagamiensis, Micromonospora 
viridifaciens (Kroppenstedt et al., 2005) y Micromonospora eburnea (Thawai et al., 
2005). 
 
Durante el año 2006 otras dos nuevas especies se incorporaron al género, 
Micromonospora siamensis (Thawai et al., 2006) y Micromonospora coriariae (Trujillo 
et al., 2006). Posteriormente, las especies Micromonospora chokoriensis, 
Micromonospora coxensis, Micromonospora lupini, Micromonospora saelicensis, 
Micromonospora narathiwatensis fueron descritas (Ara and kudo., 2007, Trujillo et al., 
2007 y Thawai et al., 2007). Recientemente este año se ha descrito cuatro especies 
nuevas Micromonospora rifamycinica y Micromonospora chaiyapumensis, 
Micromonospora krabiensis y Micromonospora pattaloongensis (Thawai et al., 2008, 
Huang et al., 2008 y Jongrugruangchok et al., 2008a b). En la actualidad se conocen 37 
especies del género Micromonospora (Tabla 1.4).  
 
1.4.2. Hábitat 
 
Los organismos pertenecientes al género Micromonospora aparecen con cierta 
frecuencia en suelos, pero lo hacen en cifras relativamente elevadas en hábitats 
acuáticos, como lagos, lodos y sedimentos fluviales (Leiva et al., 2004, Thawai et al., 
2005, Trujillo et al., 2005) y recientemente se han aislado de turba de bosque (Thawai et 
al., 2007). El primero que los describió en suelo fue Jensen (1932) en Australia y 
posteriormente Kriss (1939) en suelos rusos. Solo el 2,5% de 5000 aislados de 16 
muestras de suelos fueron cepas de Micromonospora (Lechevalier, 1964), pero el 
género comprende el 14% del total de actinomicetos aislados de arrozales de Japón 
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(Ishizawa et al., 1969). Se han descrito así mismo, cepas del género Micromonospora 
aisladas de muestras de roca arenisca de la antártida (Hirsch et al., 2004). 
 
Cepas de este género se han aislado también de ambientes marinos, como arenas de 
playa (Watson y Williams, 1974, Zhao et al., 2004), sedimentos de las profundidades 
marinas (Weyland, 1969), sedimentos del mar blanco y el mar negro (Solovieva, 1972, 
Solovieva y Singal, 1972), de esponjas marinas (Zhang et al., 2006), de sustrato arenoso 
de cascadas (Ara and kudo., 2007) y recientemente se ha descrito una nueva especie 
proveniente de sedimentos de manglar (Huang et al., 2008).  
 
Se han encontrado además algunas cepas de Micromonospora en el tracto intestinal 
de termitas (Hungate, 1946, Sebald y Prevot, 1962), y de la panza de ovejas 
(Maluszynska y Janoto-Bassalik, 1974), estas cepas son anaerobias y su función en el 
hospedador no se conoce bien. 
 
Más recientemente, el género Micromonospora se ha descrito como endófito de 
diversas especies vegetales, aislándose a partir de tejidos de diferentes plantas herbáceas 
(raíz, tallo y hojas) (Taechowisan et al., 2003), y cepas estrechamente relacionadas con 
las especies “Micromonospora yugolensis” (Coombs y Franco, 2003), 
“Micromonospora peucetica” o Micromonospora endolithica (Conn y Franco, 2004), 
han sido aisladas de raíces de trigo (Triticum aestivun). 
 
En estudios recientes, se ha observado de forma frecuente, que al realizar 
aislamientos de bacterias (tipo Rhizobium) a partir de nódulos de leguminosas, 
aparecían colonias en las placas de aislamiento que presentaban una morfología típica 
del género Micromonospora. En concreto, en muestras de Lupinus angustifolius se ha 
conseguido aislar a partir de los tejidos de nódulos fijadores de nitrógeno, diversas 
cepas del género Micromonospora, (Fernández-Molinero, 2005). También se han 
aislado cepas relacionadas con “Micromonospora aurantinigra” en nódulos de 
Casuarina equisetifolia (Niner et al., 1996, Valdés et al., 2005) y, a partir de nódulos de 
Coriaria myrtifolia se ha descrito una nueva especie de este género, Micromonospora 
coriariae (Trujillo et al., 2006). Recientemente se han descrito dos nuevas especies 
aisladas a partir de nódulos de Lupinus angustifolius, Micromonospora lupini y 
Micromonospora saelicesensis (Trujillo et al., 2007). 
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Estos resultados plantean la posibilidad de que estos microorganismos habiten en 
los nódulos de la planta y aporten un beneficio mediante la producción de metabolitos 
secundarios con actividad protectora frente a patógenos, o bien como promotores del 
crecimiento vegetal, siendo los nódulos de leguminosas además una posible fuente de 
nuevas especies de Micromonospora (Trujillo et al., 2006; 2007). 
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Tabla 1.4: Especies del género Micromonospora descritas actualmente con sus códigos 
de acceso y sus fuentes de origen.  
ESPECIE CÓDIGO ORIGEN AUTOR Y AÑO 
Micromonospora chalcea  DSM 43026T  Suelo, aire y medios acuáticos  (Foulerton 1905) Orskov 1923 
Micromonospora purpureochromogenes  DSM 43821 T suelo (Waksman y Curtis 1916) Luedemann 1971 
Micromonospora coerulea  DSM 43143 T suelo Jensen 1932 
Micromonospora echinospora  DSM 43816 T suelo Luedemann y Brodsky 1964 emend. Kasai et al. 2000 
Micromonospora pallida  DSM 43817 T suelo (Luedemann y Brodsky 1964) Kasai et al. 2000 
Micromonospora carbonacea  DSM 43168 T suelo Luedemann y Brodsky 1965 
Micromonospora halophytica  DSM 43171 T charca salina Weinstein et al. 1968 
Micromonospora nigra  DSM 43818 T charca salina (Weinstein et al. 1968) Kasai et al. 2000 
Micromonospora aurantiaca  DSM 43813 T suelo Sveshnikova et al. 1969 
Micromonospora inositola  DSM 43819 T suelo forestal Kawamoto et al. 1974 
Micromonospora olivasterospora  DSM 43868 T arrozal Kawamoto et al. 1983 
Micromonospora rosaria  DSM 803 T - Horan y Brodsky 1986 
Micromonospora matsumotoense  IMSNU 220013 T suelo forestal (Asano et al. 1989) Lee et al. 1999 
Micromonospora chersina  DSM 44151 T suelo Tomita et al. 1992 
Micromonospora endolithica  DSM 44398 T arenisca de terraza (1600 m) Hirsch et al. 2004 
Micromonospora auratinigra  DSM 44815 T suelo Thawai et al. 2004 
Micromonospora mirobrigensis  DSM 44830 T agua Trujillo et al. 2005 
Micromonospora inyonensis  DSM 46123 T suelo Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora sagamiensis  DSM 43912 T suelo Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora fulviviridis  DSM 43906 T suelo Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora viridifaciens  DSM 43909 T suelo Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora echinaurantiaca  DSM 43904 T suelo Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora peucetia  DSM 43363 T suelo Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora citrea  DSM 43903 T fango de lago Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora echinofusca  DSM 43913 T excremento de chukar Kroppenstedt et al. 2005 
Micromonospora eburnea DSM 44814 T suelo Thawai et al. 2005 
Micromonospora siamensis  TT2-4 T turba de bosque pantanoso Thawai et al. 2006 
Micromonospora coriariae  DSM 44875 T nódulos de Coriaria sp. Trujillo et al. 2006 
Micromonospora chokoriensis JCM 13247 T Suelo arenoso Ara and Kudo 2007 
Micromonospora coxensis JCM 13248 T Suelo arenoso Ara and Kudo 2007 
Micromonospora lupini DSM 44874 T nódulos de Lupinus  Trujillo et al. 2007 
Micromonospora saelicesensis DSM 44871 T nódulos de Lupinus Trujillo et al. 2007 
Micromonospora narathiwatensis BTG4-1 T fango de pantano Thawai et al. 2007 
Micromonospora rifamycinica AM105 T suelo de manglar Huang et al. 2008 
Micromonospora chaiyaphumensis MC5-1 T suelo Jongrugruangchok et al 2008 
Micromonospora krabiensis JMC 12869T suelo Jongrugruangchok et al 2008 
Micromonospora pattaloongensis TJ2-2T manglar Thawai et al. 2008 
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1.4.3. Importancia del género 
 
Una de las características que distinguen a los actinomicetos del resto de las 
bacterias, es la capacidad de producir un amplio espectro de metabolitos secundarios 
que son utilizados con fines terapéuticos por su actividad como antineoplásicos, 
antibióticos, inmunomoduladores, inhibidores enzimáticos, etc.  
 
Bacterias pertenecientes al género Micromonospora poseen un elevado potencial de 
producción de metabolitos secundarios (Fiedler et al., 2005, Goodwin, 2005). A partir 
de cepas de este género se han obtenido importantes antibióticos tales como 
aminociclitoles (gentamicinas y sisomicinas), macrólidos (mycinamicina y rosamicina) 
y antibióticos polisacáridos (everninomicina) (Lazzarini et al., 2000). La gentamicina se 
obtuvo de Micromonospora purpurea en 1958 y la sisomicina de “Micromonospora 
inyoensis” en 1978. Entre las sustancias pertenecientes al grupo de los antitumorales se 
encuentran ejemplos como la calicheamicina, aislada de la bacteria Micromonospora 
echinospora subp. calichensis, encontrada en una muestra de suelo calizo proveniente 
de Texas (EEUU) (Lee et al., 1987, Maiese et al., 1989), o la dinemicina A, que fue 
aislada en 1989 de la bacteria Micromonospora chersina por el grupo Myers Squibbs 
(Miyoshi-Saitoh et al., 1991) y recientemente se ha descrito una especie nueva, 
Micromonospora lupini, productora de una sustancia (lupinadicina) a la que se le 
atribuye la capacidad de inhibir el crecimiento de células tumorales de colon (Igarashi et 
al., 2007). 
 
Se ha descrito también el aislamiento de especies de Micromonospora con 
potencial para el control biológico debido a su capacidad para suprimir el crecimiento 
de los hongos fitopatógenos Pythium spp. y Gaeumannomyces graminis var. tritici (El-
Tarabily et al. 1997, Coombs et al. 2004). 
 
Por otro lado, los datos aportados recientemente por Valdés et al. (2005) sobre la 
capacidad de fijar nitrógeno en vida libre de una cepa aislada de nódulos de Casuarina 
equisetifolia e identificada como Micromonospora sp. sugieren la posibilidad de que un 
grupo muy selecto de actinomicetos, además de Frankia, sean capaces de fijar nitrógeno 
en interacción con plantas. 
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1.5. BIODIVERSIDAD BACTERIANA Y TAXONOMÍA 
 
Se sabe muy poco sobre la diversidad de los microorganismos que constituyen los 
ecosistemas naturales. La imposibilidad de cultivar la gran mayoría de los 
microorganismos que existen en la naturaleza (>99%) mediante las técnicas estándar ha 
constituido una de las principales limitaciones en el estudio de la diversidad microbiana. 
Sin embargo, las nuevas técnicas de identificación y clasificación moleculares han 
permitido superar muchas de estas barreras, haciendo posible el estudio ecológico de las 
comunidades microbianas (Stahl, 1995). 
 
La taxonomía se define como la ciencia que se ocupa de los principios, métodos y 
fines de la clasificación biológica. La clasificación de la gran diversidad de organismos 
vivos existente en el planeta en grupos establecidos en función de sus semejanzas es 
imprescindible para poder trabajar con ellos y comunicarnos de forma eficiente, 
organizar los conocimientos existentes sobre los mismos, y hacer predicciones y 
formular hipótesis para nuevas investigaciones.  
 
La taxonomía bacteriana se divide en tres partes independientes pero 
interrelacionadas: clasificación, nomenclatura e identificación. La clasificación es la 
estructuración de los microorganismos en grupos (taxones), en función de sus 
similitudes o parentesco evolutivo. La nomenclatura es la asignación de nombres a los 
grupos taxonómicos de acuerdo con las reglas internacionales (International Code of 
Nomenclature of Bacteria) (Sneath, 1973). La identificación es el lado práctico de la 
taxonomía, consiste en determinar la identidad de un aislado como miembro de un 
taxón establecido. 
 
Aunque la taxonomía numérica convencional ha sido el método más efectivo a la 
hora de establecer relaciones dentro del género, la taxonomía basada en las propiedades 
químicas, morfológicas y fisiológicas dio como resultado la asignación de bacterias a 
grupos supragenéricos de los cuales se demostró posteriormente una composición 
heterogénea (Goodfellow, 1989). De hecho, fue sólo a partir de la introducción de 
estudios de ácidos nucleicos cuando la clasificación supragenérica fue posible. Esta 
clasificación agrupa a los organismos en base a sus relaciones evolutivas formando un 
sistema filogenético. Desde la aparición en 1859 de “El origen de las especies” de 
Darwin, los biólogos comenzaron a desarrollar sistemas de clasificación filogenéticos 
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los cuales se basan en las relaciones evolutivas en lugar de la apariencia general. En un 
principio este sistema resultó de difícil aplicación para bacterias y otros 
microorganismos, principalmente debido a la falta de un buen registro fósil. Sin 
embargo, la comparación directa tanto del material genético y los productos génicos, 
como del ARN y las proteínas, permite superar muchos de estos problemas. Una 
clasificación basada en relaciones genómicas presenta una serie de ventajas, como la 
estabilidad del sistema de clasificación, su eficacia como sistema de identificación y la 
obtención de información útil que permita entender cómo han evolucionado varios 
grupos de bacterias y cómo pueden ser clasificados según sus relaciones ancestrales. 
 
Taxonomía polifásica es el término acuñado por Colwell en 1970 y que designa al 
método taxonómico que clasifica, nombra e identifica los organismos recogiendo toda 
la información procedente de los métodos tradicionales de cultivo y de las nuevas 
tecnologías de biología molecular (Vandamme et al., 1996). 
 
La aplicación de la taxonomía polifásica ha provocado profundos cambios en la 
sistemática bacteriana, especialmente en lo que respecta a grupos bacterianos de 
especial interés industrial como los actinomicetos. La reclasificación de algunos taxones 
de actinomicetos como Mycobacterium, Nocardia, Streptomyces, etc., y la delineación 
de nuevos géneros de actinomicetos como Beutenbergia o Tessaracoccus son resultado 
del estudio polifásico. 
 
Este tipo de taxonomía multidimensional está ampliamente establecida, aunque por 
el momento no existe un protocolo de pruebas y metodología. Es por ello que los 
estudios de taxonomía polifásica tienden a reflejar el interés individual del equipo de 
trabajo o el material de que se dispone (Bull et al., 2000). 
 
En cualquier caso, la identificación y clasificación de un aislado siempre integrará 
sus caracteres genotípicos, filogenéticos y fenotípicos. 
 
1.5.1. Métodos de genotipado para analizar la diversidad bacteriana 
 
Basadas en la PCR, se han desarrollado numerosas técnicas para determinar la 
diversidad genética de microorganismos aislados de muestras ambientales. En conjunto 
se denominan métodos de genotipado. En todas ellas, a continuación de la amplificación 
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enzimática, los productos de PCR obtenidos son visualizados sobre un gel de agarosa 
tras ser sometidos a una separación electroforética. De este modo se obtienen huellas 
moleculares que permiten agrupar a los microorganismos altamente relacionados y 
conocer así la variabilidad intraespecífica (Welsh y McClelland, 1990, Caetano-Anolles 
et al., 1991). 
 
La diversidad de métodos de genotipado es muy amplia y su elección en muchos 
casos dependerá del grupo bacteriano que se desee analizar. A continuación se señalan 
los más utilizados para el análisis de actinomicetos incluido el género Micromonospora.  
 
Los RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) (Williams et al., 1990), AP-
PCR (Arbitrary Primed PCR) (Welsh y McClelland, 1990) y DAF (DNA Amplified 
Fingerprinting) (Caetano-Anolles et al., 1991; Bassam et al., 1992) consisten en la 
amplificación al azar de fragmentos del genoma con la única diferencia de la longitud 
de los oligonucleótidos empleados que en el primer caso es de 10 nucleótidos, 20 en el 
segundo y 5 en el tercero. Estos perfiles han sido utilizados para analizar cepas de 
Actinomadura (Trujillo y Goodfellow, 1997). 
 
Las técnicas de rep-PCR (repetitive PCR), no consisten en amplificaciones al azar 
sino en la amplificación de regiones que aparecen repetidas a lo largo del genoma 
bacteriano (Versalovic et al., 1991). Dependiendo de los elementos repetidos que se 
amplifiquen, podemos distinguir tres tipos de rep-PCR, en cada uno de los cuales se 
utiliza un oligonuclétido diferente. La primera, REP-PCR (Repetitive extragenic 
palindromic) que es una secuencia de entre 35 y 40 pares de bases de elementos 
palindrómicos repetidos, la segunda, ERIC-PCR (Enterobacterial repetitive intergenic 
consensus) que es una secuencia de entre 124 y 127 pares de bases que están diseñados 
a partir de elementos consenso intergénicos repetitivos de enterobacterias y la tercera, 
BOX-PCR, que son elementos de 154 pares de bases repetidos en el genoma bacteriano. 
En cada caso se realiza una amplificación selectiva de las distintas regiones genómicas 
localizadas entre las secuencias de REP, ERIC o BOX. (Bruijn et al., 1996). 
 
En concreto, la técnica de BOX-PCR se ha utilizado con éxito en el estudio de un 
género tan complejo como es Streptomyces, resultando una técnica rápida y altamente 
reproducible a la hora de reducir el número de cepas que representan diferentes especies 
siendo realmente una misma especie de este género. Estos resultados además han sido 
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ampliamente confirmados mediante estudios de hibridación ADN-ADN (Lanoot et al., 
2004). Así mismo, los perfiles de BOX- PCR han sido muy eficaces para analizar 
poblaciones de Micromonospora aisladas de diversas muestras ambientales (Carro, 
2007; Maldonado et al., 2008). 
 
La técnica denominada micro/minisatelites (MSP-PCR), se basa en la amplificación 
de regiones de ADN repetidas y adyacentes denominadas microsatélites (repeticiones de 
2 - 10 nucleótidos) o minisatélites (de 15 - 30 nucleótidos), las que se encuentran 
típicamente distribuidas a lo largo del genoma de los organismos eucariotas (Tautz, 
1989) y procariotas (Zane et al., 2002). Numerosos trabajos han demostrado la utilidad 
de la MSP-PCR para estudios de diversidad genética de diferentes géneros y especies. 
Fueron inicialmente descritos para estudiar enfermedades en humanos (Epplen et al., 
1997) y se han utilizado como marcadores en estudios de plantas (Rosselló et al., 2001) 
y de microorganismos (Schwarzenbach, 2007). Los microsatélites tienen la 
particularidad de que el número de repeticiones de los motivos básicos que la conforma 
es muy variable y puede diferir de un individuo a otro, lo cual los constituye en una 
excelente herramienta cuando se quiere caracterizar cepas que representan la misma 
especie (Zane et al., 2002). 
 
El ribotipado es un método en el que el ADN se digiere mediante enzimas de 
restricción y los fragmentos obtenidos son transferidos a una membrana en la que se 
hibridan con una sonda de ARNr marcado. Los patrones resultantes son característicos 
de cada especie (Grimont y Grimont, 1986). Recientemente, Trujillo et al. (2007) 
emplearon esta técnica para diferenciar entre dos nuevas especies del género 
Micromonospora aisladas de nódulos fijadores de nitrógeno, Micromonospora lupini y 
Micromonospora saelicesensis. 
 
1.5.2. La importancia del gen ARNr 16S en taxonomía bacteriana 
 
El desarrollo de herramientas de identificación basadas en la detección de 
secuencias específicas para grupos taxonómicos logró un punto de inflexión en la 
determinación de la evolución y filogenia de los procariotas. Los genes ribosómicos son 
los más estudiados y los más abundantes en las bases de datos de secuencias debido a su 
importancia taxonómica.  
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El operón ribosómico se transcribe en un pre-ARN que incluye los siguientes 
componentes en el orden (5’ → 3’): ARNr 16S, ARNt, ARNr 23S, y el ARNr 5S. Se 
comenzó estudiando la molécula ARNr 5S y, tras los estudios de Woese y Olsen (1986) 
sobre evolución de microorganismos, se empezó a utilizar el gen ARNr 16S y el gen 
ARNr 23S para el estudio de la taxonomía y la filogenia bacteriana. Sin embargo, el 
ARN ribosómico 5S se ve limitado por su pequeño tamaño a la hora establecer 
relaciones filogenéticas (120 nucleótidos), mientras que los 3000 pares de bases del 
ARN ribosómico 23S dificultan su manejo. Así, la molécula intermedia (1500 pares de 
bases) que resulta más adecuada como cronómetro evolutivo es el ARN ribosómico 
16S. Esta molécula presenta una serie de características adecuadas para esta función: 
gran cantidad de ARNr en las células, amplificación en una sola etapa, funcionalidad 
constante, un rango muy conservado y la gran disponibilidad de bases de datos para el 
análisis comparativo de la secuencia. 
 
Sin embargo, con la acumulación de secuencias diferentes de los operones 
ribosómicos de distintos organismos, se ha cuestionado la homogeneidad de estos 
genes. Hay cepas que en los experimentos de reasociación ADN-ADN presentan un 
grado de homología suficientemente bajo como para justificar la existencia de dos 
especies diferentes y que, por el contrario, tras el análisis de las secuencias de sus ARNr 
16S, éstas resultan idénticas (Fox et al., 1992). Estos resultados apoyan que una alta 
similitud de las secuencias del ARNr 16S puede no ser necesariamente un criterio 
válido que garantice que dos microorganismos pertenezcan a la misma especie. Por lo 
tanto, si bien las secuencias del ARN 16S pueden ser utilizadas rutinariamente para 
distinguir y establecer relaciones entre géneros y especies bien definidas, en el caso de 
especies cuya divergencia es muy reciente estas diferencias pueden no ser reconocidas. 
 
El análisis filogenético ha tenido cada vez mayor peso en taxonomía, y en 1997, 
Stackebrandt et al. proponen una nueva clasificación jerárquica para actinomicetos 
basada únicamente en relaciones filogenéticas. En lugar de utilizar una amplia variedad 
de propiedades quimiotaxonómicas, morfológicas y fisiológicas, la clasificación se 
fundamenta únicamente en las agrupaciones filogenéticas basadas en las secuencias del 
gen ARNr 16S. Definiendo así una nueva clasificación de los géneros filogenéticamente 
cercanos que se agrupan en familias, subórdenes, órdenes, y subclases hasta llegar a una 
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nueva jerarquía, la clase Actinobacteria, independientemente de las características 
fenotípicas sobre las que se basó la clasificación del taxón en el pasado. 
 
Actualmente la definición de un nuevo género o especie requiere la obtención de la 
secuencia de la molécula ARNr 16S completa o casi completa, el alineamiento de dicha 
secuencia con secuencias de referencia y la determinación de la relación filogenética del 
taxón con el que el organismo se agrupe. 
 
La pertenencia de una nueva cepa a la clase Actinobacteria requiere valores de 
similitud de la secuencia del ARNr 16S superiores al 80%. Esto deriva del sistema de 
clasificación, y por lo tanto se determina por los organismos que están presentes en cada 
grupo. La realización de nuevos estudios a partir de otros genes conservados en los 
organismos que se agrupan mediante el análisis del ARNr 16S, permitirá validar la 
nueva estructura jerárquica propuesta. 
 
1.5.3. La caracterización fenotípica como complemento de los estudios moleculares 
 
Los métodos fenotípicos comprenden aquellos métodos que no están directamente 
relacionados con los ácidos nucleicos. Mientras que los datos genotípicos son utilizados 
para la localización de un taxón en un árbol filogenético, así como para el diseño 
general de un sistema taxonómico, los datos fenotípicos generan una clasificación 
práctica que permite la identificación de un determinado taxón. 
 
Las pruebas fenotípicas clásicas estudian las características morfológicas, 
fisiológicas y bioquímicas de la bacteria. El estudio morfológico incluye una dimensión 
celular de aspectos como, forma, presencia de flagelos, tinción de Gram, etc., y una 
dimensión colonial, color, brillo, tamaño, etc. Los estudios fisiológicos y bioquímicos 
aportan información sobre el crecimiento del microorganismo sometido a diferentes 
condiciones de temperatura, valores de pH, concentración de sales, presencia de 
determinadas sustancias químicas como agentes microbianos; así como presencia o 
actividad de diversas enzimas, y capacidad para utilizar diferentes compuestos como 
fuentes de carbono y nitrógeno. 
 
Existen otro tipo de pruebas fenotípicas, basadas en el estudio de determinados 
constituyentes químicos de la bacteria. Estas técnicas de quimiotaxonomía analizan 
entre otros, diversos componentes de las envolturas celulares, peptidoglicanos, lípidos 
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de membrana en su fracción polar, lipopolisacáridos o la estructura química de los 
ácidos grasos que los componen. Técnicas quimiotaxonómicas como la obtención de los 
perfiles de proteínas totales, consiguen rangos de identificación similares a los 
obtenidos por hibridación ADN-ADN (Vandamme et al., 1996). 
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   OBJETIVOS 
OBJETIVO GENERAL 
 
En el presente trabajo se plantea el aislamiento, caracterización e identificación de 
cepas de Micromonospora aisladas de nódulos fijadores de nitrógeno de las 
leguminosas tropicales Phaseolus vulgaris y Arachis hypogeae recogidas en Nicaragua 
y que son de importancia agrícola en toda América Latina. Posteriormente se realizarán 
experimentos de reinoculación en planta con el fin de ampliar nuestros conocimientos 
sobre el papel que pueden desempeñar estos microorganismos en la nodulación y 
fijación de nitrógeno de las plantas hospedadoras.  
 
 
Objetivos específicos: 
 
1. Caracterización genotípica y fenotípica de actinomicetos endófitos del género 
Micromonospora aislados de nódulos de Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea 
cultivadas en la región de occidente de Nicaragua en Centro América. 
 
2. Evaluar la capacidad de los aislados del género Micromonospora de nódulos de 
Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea de crecer en medios de cultivos libre de 
Nitrógeno. 
 
3. Determinar la presencia del gen nifH involucrado en la fijación de Nitrógeno en 
cepas de Micromonospora aisladas de nódulos de Phaseolus vulgaris y Lupinus 
angustifolius. 
 
4. Evaluar la relación entre las cepas de Micromonospora aisladas de nódulos de 
leguminosas con microorganismos fijadores de Nitrógeno para determinar la 
compatibilidad entre ambos microorganismos. 
 
5. Evaluar el efecto en la nodulación de cepas del género Micromonospora 
coinoculadas con fijadores naturales de Nitrógeno en plantas de leguminosas. 
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AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE 
Micromonospora DE LEGUMINOSAS TROPICALES 
 
 
2.1. INTRODUCCIÓN 
 
La asociación planta-actinomiceto más conocida es la formada por el género 
Frankia, capaz de inducir la formación de nódulos radiculares fijadores de nitrógeno 
atmosférico en algunas especies de angiospermas conocidas como plantas actinorrícicas. 
Sin embargo, en los últimos años, se han descrito actinomicetos endofitos 
pertenecientes a diversos géneros como Streptomyces, Strepstosporangium, o 
Microbispora aislados de plantas sanas (Sardi et al., 1992; Coombs & Franco, 2003; 
Tokala et al., 2002) y se ha sugerido que esta endobiota posee una actividad 
antimicrobiana muy importante (De Araujo et al., 2000). De esta forma, se ha 
demostrado que algunas especies de actinomicetos que están presentes en la rizosfera de 
diversas plantas, son antagonistas efectivos de hongos patógenos (Crawford et al., 1993; 
El-Tarabily et al., 1997; El-Tarabily & Soliman, 2000). 
 
Recientemente, el género Micromonospora ha sido descrito como endofito de 
diversas especies vegetales. En concreto, varias cepas aisladas de raíces de trigo 
(Triticum aestivum) fueron tentativamente identificadas como “Micromonospora 
yulongensis” y Micromonospora endolíthica (Coombs & Franco, 2003; Conn & Franco, 
2004). También se ha descrito el aislamiento de especies de Micromonospora con 
potencial para el control biológico debido a su capacidad para suprimir el crecimiento 
de los hongos fitopatógenos Pythium spp. y Gaeumannomyces graminis var. tritici, (El-
Tarabily et al., 1997; Coombs et al., 2004). 
 
El nombre genérico Micromonospora, sugerido por Ørskov (1923) para su grupo 
III de actinomicetos hace referencia a la existencia de pequeñas (micros) esporas únicas 
(monos). Este género agrupa a aquellos actinomicetos que presentan esporas únicas 
sobre el micelio de sustrato, y que carecen de micelio aéreo. En medios de cultivos 
sólidos, las colonias que en principio son amarillas o anaranjadas, oscurecen con la 
producción de esporas de color marrón, verde oscuro o negro. Con frecuencia los 
hábitats acuáticos como lodos y aguas fluviales, sedimentos marinos y arenas costeras 
se consideran como fuentes naturales del género Micromonospora. Sin embargo, este 
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género también ha sido aislado de muestras terrestres (Hayakawa et al., 1991) y charcas 
cercanas a minas de uranio (Trujillo et al., 2005a). 
 
Estudios recientes (Fernández-Molinero, 2005; Carro, 2007; Trujillo et al., 
2007) han informado acerca del aislamiento de poblaciones de Micromonospora a partir 
de nódulos fijadores de nitrógeno de leguminosas cultivadas en climas templados, 
demostrando que números significativos de este actinomiceto habitan este nicho. Por 
otro lado, los datos aportados recientemente por Valdés et al. (2005) sobre la capacidad 
de fijar nitrógeno en vida libre de una cepa aislada de nódulos de Casuarina 
equisetifolia e identificada como Micromonospora sp. sugieren la posibilidad de que un 
grupo muy selecto de actinomicetos, además de Frankia, sean capaces de fijar nitrógeno 
en interacción con plantas. Estos resultados llevaron a plantearnos la posibilidad de que 
estos microorganismos habiten en los nódulos de plantas cultivadas en zonas tropicales. 
 
 En América Latina las leguminosas son de gran interés en el ámbito agroforestal 
y económico entre las que podemos destacar las especies Phaseolus vulgaris y Arachis 
hypogaea L. Ambas especies son cultivadas en diferentes países de la geografía 
latinoamericana por ser parte de la dieta de la mayoría de la población, por su capacidad 
de fijar nitrógeno y por el papel que desempeñan en la recuperación de suelos 
erosionados. 
 
Así pues, teniendo en cuenta el elevado índice de recuperación de cepas de 
Micromonospora sp. de nódulos fijadores de nitrógeno de Lupinus angustifolius 
(Ferández-Molinero, 2005; Trujillo et al., 2007), de Pisum sativum (Carro, 2007) y los 
resultados presentados por Valdés et al. (2005) consideramos que el conocimiento sobre 
la diversidad de especies en un nicho tan específico y el papel ecológico que puedan 
jugar estos microorganismos en los tejidos de las plantas merece ser estudiada y 
comprendida en detalle. Por otra parte, son cada vez más frecuentes los trabajos 
publicados que han demostrado que los procesos de fijación y nodulación en 
leguminosas no es exclusivo de las bacterias pertenecientes al grupo de los rhizobia 
(Moulin et al., 2001; Trujillo et al., 2005b). 
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.2.1.1. Recogida de las Muestras 
 
Las cepas utilizadas para la realización del siguiente estudio se aislaron a partir de 
nódulos de alubia (Phaseolus vulgaris) y cacahuete (Arachis hypogaea L.) cultivadas en 
el Departamento de León que se encuentra localizado a 20 Km de la Costa Pacífica y a 
90 Km de Managua (Fig. 2.1), su posición geográfica es 12º 26´ al Norte y 86º 53´ al 
Oeste, a una altitud sobre el nivel del mar de aproximadamente de 109.21 mts en la 
República de Nicaragua (Centro America). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
León
Figura 2.1. Mapa de localización de la toma de muestras utilizadas para los aislamientos 
de microorganismos de plantas de Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea. 
 
La variedad de alubia empleada y que históricamente se cultiva en las zonas 
agrícolas del país es la criolla, por ser una de las variedades de mayor demanda 
comercial y de preferencia en la dieta alimentaria de la población (Fig. 2.2). 
 
La variedad de cacahuete empleada en este trabajo es florunner, cultivada 
ampliamente por los productores agrícolas del país, debido a su alto rendimiento en la 
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producción, la obtención de aceite de calidad y la excelente característica que posee al 
momento de su proceso industrial. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.2. Cultivo de plantas de Phaseolus vulgaris localizadas en las laderas de los 
volcanes de León, Nicaragua.  
 
2.2.1.2. Aislamiento y obtención de cultivos puros de cepas a partir de 
nódulos 
A partir de las plantas recogidas se realizó una selección de nódulos típicos rosados. 
Dichos nódulos se lavaron en agua destilada estéril para eliminar los restos de suelo y se 
esterilizaron en superficie sumergiéndolos en una solución de HgCl2 al 2,5% (p/v) 
durante dos minutos. Posteriormente, en condiciones asépticas, se lavaron cinco veces 
con agua destilada estéril para eliminar los restos de HgCl2. Los nódulos esterilizados se 
trituraron de uno en uno y su extracto fue sembrado con un asa de vidrio estéril en 
placas con medio de cultivo YMA (Vincent, 1970) (Anexo I, Tabla 2.1). 
 
Las placas se incubaron a 28ºC de cuatro a seis semanas al cabo de las cuales se 
produjo el crecimiento de bacterias del interior del nódulo. A partir de las colonias 
formadas por dichas bacterias se seleccionaron aquellas que presentaban una morfología 
característica del género Micromonospora.  
  45 
MATERIALES Y MÉTODOS   CAPÍTULO 2 
Las colonias seleccionadas se sembraron por agotamiento en estría en placas con 
medio SA1 (Anexo I, Tabla 2.2) con el fin de obtener cultivos puros (Trujillo et al., 
2005). 
 
2.2.1.3. Mantenimiento y conservación de cepas 
 
Las cepas seleccionadas se sembraron en placas de medio SA1, las cuales, unas vez 
crecidas, se mantenían a 4ºC para el uso rutinario. La conservación de las cepas a largo 
plazo se realizó por congelación a -80ºC, utilizando como agente crioprotector una 
solución acuosa de glicerol al 20% (v/v).  
2.2.2. CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA 
2.2.2.1. Obtención de células 
Las cepas aisladas se sembraron en medio SA1 y se incubaron durante 7 días a 
28°C. Posteriormente, las células se recogieron en 500 µl de agua milli-Q estéril y se 
centrifugaron a 14000 rpm durante 10 minutos (Centrifuge 5417C Eppendorf). El 
sobrenadante fue eliminado y las células se mantuvieron congeladas a -20 °C hasta su 
utilización. 
 
2.2.2.2. Extracción de ADN 
Para la extracción de ADN se empleó el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” 
de SIGMA con el siguiente protocolo: 
 
1. Se utilizaron tubos Eppendorf , se añadieron 80 µl de la solución de extracción y 
se resuspendieron las células. 
2. Incubamos a 95ºC durante 10 minutos para provocar la lisis celular. 
3. En el Eppendorf con las células se añadieron seguidamente 80 µl de la solución 
de dilución. 
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4. Agregamos 100 µl de solución de fenol-cloroformo-isoamílico (en proporción 
25:24:1). Se mezclaron hasta conseguir una suspensión homogénea de color 
lechoso y se centrifuga a 13.000 rpm durante 10 minutos. 
5. Se recogieron 100 µl del sobrenadante y se añadieron 100 µl de solución de 
cloroformo-isoamílico (en proporción 24:1), mezclando bien hasta obtener una 
sola fase homogénea. 
6. Se centrifugaron a 13.000 rpm. durante 5 minutos y se recogieron 80 µl del 
sobrenadante (ADN bacteriano). 
7. Las muestras se conservan a -20ºC. 
 
2.2.2.3. Caracterización mediante microsatélites 
Para la obtención de los perfiles de microsatélites, se realizó una amplificación 
enzimática del ADN de las cepas aisladas utilizando el primer CSM13 (Isogen) cuya 
secuencia es:  
CSM13: 5’ -GAGGGTGGCGGTTCT- 3’ 
Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 20 µl tal y como se 
describe en el Anexo III, Tabla 2.15. La reacción de amplificación del ADN se realizó 
en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) utilizando las 
condiciones descritas en el Anexo IV, Fig. 2.3. 
 
Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 2%, utilizando como tampón TBE 1X (Tris-borato EDTA) a pH 8,5 (Anexo 
II, Tabla 2.14) en una cubeta de 15 x 20 cm (Bio Rad®) a 120 V durante 2 h, para así 
separar las diferentes bandas amplificadas. Como fuente eléctrica se utilizó el equipo 
Power PAC 300 (Bio Rad®). 
 
Se obtuvo la imagen digital de los geles teñidos utilizando el equipo Gel Doc 2000 
(Bio-Rad®) mediante luz ultravioleta. Los análisis de cada uno de los perfiles se realizó 
empleando el programa Bionumerics (Applied Math®, Kortrijk, Belgium). Los análisis 
de agrupamiento se realizaron aplicando el coeficiente de Pearson y el método UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages).  
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2.2.2.4. Caracterización mediante BOX-PCR 
 
La amplificación de regiones de interés de ADN se realizó mediante la reacción en 
cadena de la polimerasa. En este caso se empleo el oligonucleótido universal BOXA1R 
diseñado para amplificar de forma selectiva las distintas regiones genómicas localizadas 
entre las secuencias de BOX y que ya ha sido utilizado en el estudio del género 
Streptomyces (Lanoot et al., 2004) y en la caracterización de Micromonospora de 
ambientes acuáticos (Maldonado et al., 2008). 
La secuencia del oligonucleótido empleado fue: 
BOXA1R: 5’- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG – 3’ 
 
Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 20 µl tal y como se 
describe en el Anexo III, Tabla 2.16. La reacción de amplificación del ADN se realizó 
en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Singapore) 
empleando las condiciones descritas en el Anexo IV, Fig. 2.4. 
 
 
Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 2%, preparado en tampón TBE 1X (Tris-borato EDTA) a pH 8,5 (Anexo II, 
Tabla 2.14.) en una cubeta (Bio Rad®) de 15 x 20 cm a 120 V durante 2 h para así 
separar las diferentes bandas amplificadas. Como marcador de referencia se utilizó el 
“DNA Molecular Weight Marker XIV” (Roche). Los resultados obtenidos se 
analizaron con los mismos equipos y sistemas de análisis que se describen en el 
apartado 2.2.2.3. 
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2.2.2.5. Secuenciación del gen ribosómico 16S 
 
Amplificación del ADN 
 
Se amplificó la secuencia comprendida entre las posiciones 27-1525 del ADN que 
codifica para el gen ARNr 16S, siguiendo la metodología descrita por Trujillo et al. 
(2007) y mediante el empleo de los oligonucleótidos SF1 y SR5 (Isogen), cuya 
secuencia es la siguiente: 
 
 SF1:   5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG – 3’ 
 SR5:   5’- AAGGAGGTGATCCA (AGCT) CC (AG) CA-3’ 
 
Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 20 µl empleando el 
kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR kit” siguiendo las instrucciones del fabricante. Los 
reactivos y concentraciones de la mezcla de reacción se describen en el Anexo III, Tabla 
2.17. La reacción de amplificación del ADN se realizó en un termociclador GeneAmp 
PCR System 9700 (Applied Biosystems) utilizando las condiciones descritas en el 
Anexo IV, Fig. 2.5. 
 
Electroforesis del ADN 
 
Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1%, utilizando como tampón TAE 1X (Tris-Acetato EDTA) (Millipore®,) en 
una cubeta (Bio Rad®) de 15 x 20 cm a 80 V durante 1 h. Como fuente eléctrica se 
utilizó Power PAC 300 (Bio Rad®). Como marcador de referencia se empleó el patrón 
VI (Roche®). Las bandas amplificadas se observaron en el transluminador y se cortaron 
para su posterior purificación.  
 
Purificación de los productos de PCR 
 
Las bandas obtenidas y cortadas al separar los fragmentos amplificados mediante 
electroforesis se purificaron siguiendo el protocolo del kit comercial “QIAquick” (gel 
extraction kit) de QIAGEN®”, y que se describe a continuación:  
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 1. Se le añade Tampón QG en una proporción 3:1 a cada una de las bandas cortadas. 
 2. Se incuba a 50ºC hasta disolver la agarosa (agitando cada minuto). Una vez 
disuelta la agarosa el color debe ser amarillo. 
 3. Se pasa la mezcla a la columna de purificación, siendo el volumen máximo de la 
columna de 800 µl, y se centrifuga a 14.000 rpm (Eppendorf centrifuge 5417C) 
durante 1 minuto. 
 4. Se elimina el líquido del fondo de la columna. 
 5. Se añaden 500 µl de Tampón QG y se centrifuga a 14.000 rpm (Eppendorf 
centrifuge 5417C) durante 1 minuto. 
 6. Se elimina el líquido del fondo de la columna. 
 7. Se añaden 750 µl de Tampón PE y se espera 5 minutos, luego se centrifuga a 
14.000 rpm (Eppendorf centrifuge 5417C) durante 1 minuto. 
 8. Se elimina el líquido del fondo de la columna y se centrifuga de nuevo 1 minuto a 
14.000 rpm (Eppendorf centrifuge 5417C) (para limpiar la membrana). 
 9. Se transfiere la membrana a un tubo de eppendorf. 
 10. Se añaden 50 µl de Tampón EB (10 mM Tris-HCl, pH 8,5) directamente sobre la 
membrana, se espera 5 minutos y se centrifuga a 14.000 rpm (Eppendorf centrifuge 
5417C) durante 5 minutos. 
 
El ADN purificado se cuantificó mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) 
utilizando como tampón TAE 1X (Tris-Acetato EDTA) (Millipore, USA) en una cubeta 
de 6 x 10 cm a 70 V durante 1 h para determinar la cantidad necesaria para la 
secuenciación directa del fragmento.  
 
 
 
Secuenciación de los productos de PCR purificados 
 
Para la secuenciación completa del gen ribosómico 16S se utilizaron los 
oligonucleótidos SR2, SR3, SR4 y SR5, basados en zonas universales del gen 
ribosómico 16S. 
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 SR2:   5’- GWATTACCGCGGCKGCTG – 3’       (posición 519R de E. coli) 
 SR3:   5’- CCGTCAATTCMTTTRAGTTT -3’      (posición 907R de E. coli) 
 SR4:   5’- GGGTTGCGCTCGTTG – 3’               (posición 1100R de E. coli) 
 SR5:   5’- AAGGAGGTGWTCCARCC – 3’        (posición 1522R de E. coli) 
 
Se preparó una mezcla con 100 ng de ADN y 3 picomoles del oligonucleótido para 
cada reacción de PCR de secuenciación, cada una de ellas se llevó a un volumen de 8 µl 
totales con agua milli-Q. La secuenciación automática de cada fragmento se llevó a 
cabo en el servicio de secuenciación de la Universidad de Salamanca, en un 
secuenciador capilar ABI PRISM (Applied Biosystems), empleando “Big Dye 
Terminador v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems). 
 
Análisis de los fragmentos secuenciados 
 
Para corregir las secuencias obtenidas en el secuenciador automático se utilizó el 
programa Chromas, mientras que el ensamblaje de la secuencia completa de cada gen se 
realizó con el programa Seqman II, incluido en el paquete de programas DNA Star 
(Lasergene). Las secuencias obtenidas se analizaron a través del programa BLASTn, 
versión 2.0, que compara cada una de las secuencias obtenidas con las depositadas en 
los bancos de genes y nos ofrece un listado de aquellas que presentan una mayor 
similitud (Brenner, 1995). Las secuencias obtenidas se alinearon posteriormente 
utilizando el programa Clustal X (Thompson et al., 1997; Jeanmougin et al., 1998).  
 
Finalmente se utilizó el programa Mega 3.0 (Kumar et al., 2001) para realizar los 
análisis filogenéticos de las secuencias obtenidas y para la construcción de árboles 
filogenéticos, utilizando el método de Neighbour-Joining (Saitou y Nei, 1987) y 
seleccionando un “bootstrap” de 1000 réplicas. 
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2.2.3. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA 
2.2.3.1. Morfología 
 Para determinar el tipo de pared celular se realizó la tinción de la pared celular 
mediante la tinción de Gram. Para ello se tomó una muestra de un cultivo joven, de 
aproximadamente una semana de crecimiento. La tinción se realizó de acuerdo al 
protocolo de Doetch (1981). La preparación se examinó en un microscopio óptico 
CTRMIC (Leica, Germany) con el objetivo de inmersión en aceite (100X). 
 
2.2.3.2. Crecimiento en diferentes medios de cultivo 
Para evaluar el crecimiento de las cepas en diferentes medios de cultivo se utilizó 
medio SA1, una vez crecidas se prepararon suspensiones en NaCl (0,85%) estéril y de 
esta suspensión de 109 u.f.c/ml se tomaron 10µl que se inocularon sobre el medio 
correspondiente a cada prueba.  
 
Las condiciones óptimas de crecimiento, las características morfológicas y la 
pigmentación de las colonias se observaron en diferentes medios de cultivo: YMA, 
SA1, Avena, Bennett`s y M65 (Anexo I), siguiendo la metodología descrita por Carro 
(2007). Las lecturas de los resultados se realizaron a los 7, 14 y 21 días.  
 
2.2.3.3. Características bioquímicas y fisiológicas de los 
microorganismos aislados 
 
Tolerancia a pH 
 
La capacidad de las cepas para crecer a diferentes pH: 4.5, 5.5, 8 y 9, se evaluó 
utilizando como medio base SA1 y ajustando a los diferentes valores de pH mediante 
tampones (Anexo II, Tabla 2.12). El medio SA1 concentrado (2X) se prepara de forma 
que al añadir el tampón se obtiene la concentración de nutrientes recomendada. El 
medio SA1 (2X) y los tampones se esterilizaron por separado y se mezclaron de forma 
aséptica justo antes de servir las placas. Si se produce crecimiento en la placa se 
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considera un resultado positivo, mientras que la ausencia de crecimiento indica un 
resultado negativo, siempre y cuando haya un correcto crecimiento en la placa control, 
que debe estar a un pH de 7.2. El crecimiento en las placas se observó a los 7, 14 y 21 
días. 
 
Tolerancia a la temperatura 
 
La capacidad de crecimiento de los microorganismos a diferentes temperaturas (4, 
12, 28, 37 y 45ºC), se evaluó en medio de cultivo SA1. La temperatura considerada 
control fue la de 28ºC. El crecimiento en las placas se observó a los 7, 14 y 21 días. 
 
Tolerancia a la salinidad´ 
 
La tolerancia a diferentes concentraciones de cloruro sódico se evaluó en medio 
SA1 adicionado con 1, 3, 5, 7 y 8% de NaCl (p/v). Se utilizó como control positivo el 
medio SA1 sin NaCl. La presencia de crecimiento en las placas se considera un 
resultado positivo. Los resultados fueron registrados a los 7, 14 y 21 días después de la 
siembra. 
 
Utilización de fuentes de carbono 
 
Para evaluar la capacidad de los microorganismos para utilizar diversas fuentes de 
carbono, se siguió la metodología de Williams et al. (1983). Se preparó medio basal de 
Stevenson (Anexo I, Tabla 2.6). 
 
Previamente las fuentes de carbono se prepararon como soluciones acuosas 
esterilizadas por tindalización a 100ºC durante 10 minutos, tres días consecutivos. El 
control positivo consistió en añadir glucosa como fuente de carbono y en el caso del 
control negativo no se agregó ninguna fuente de carbono. 
 
Para la lectura de los resultados se consideró un resultado positivo siempre que 
existiera un crecimiento igual o superior al del control positivo, y se considero negativo 
siempre que existiera un crecimiento igual o inferior al control negativo. Los resultados 
se analizaron a los 7, 14 y 21 días. 
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Hidrólisis de almidón 
La hidrólisis de almidón se analizó en el medio SA1 suplementado con almidón. Se 
sembraron las cepas en placas con el medio que contenía almidón en una proporción de 
10 g/l y se incubaron durante 14 días a 28ºC. La actividad hidrolítica se detectó 
mediante tinción con lugol. El almidón se tiñe de azul, la aparición de zonas claras no 
teñidas alrededor de la colonia bacteriana indica una hidrólisis del almidón.  
 
Hidrólisis de esculina 
Para la realización de la prueba se utilizó el medio base según Williams et al. 
(1983) (Anexo I, Tabla 2.7) al que se le adicionó 1g/l de esculina. Si se obtiene el color 
negro el resultado es positivo, si el tubo permanece del color inicial el resultado es 
negativo. Como control se utiliza el mismo medio base sin esculina en el que se debe 
observar crecimiento del microorganismo. Se hicieron lecturas de resultados a los 7, 14 
y 21 días. 
 
Degradación de arbutina 
Para comprobar la capacidad de la degradación de un glucósido como es la 
arbutina, se utilizó el medio base según Williams et al. (1983) (Anexo I, Tabla 2.7) al 
que se le adicionó 1g/l de arbutina. Si el medio permanece del mismo color el resultado 
de la prueba es negativo, si se ennegrece el tubo se interpretaría como un resultado 
positivo. Como control se utilizó el mismo medio base sin arbutina en el que se debe 
observar crecimiento del microorganismo. Se hicieron lecturas de resultados a los 7, 14 
y 21 días. 
 
Degradación de caseína 
 
Para este estudio se utilizó el medio base SA1 estéril al que se le adicionó en forma 
aséptica una suspensión de 100 ml de caseína al 10 % (p/v) previamente esterilizada a 
110ºC durante 10 minutos, para alcanzar una concentración final de 1% (p/v). El 
resultado de la prueba es positivo si se observa la aparición de un halo transparente 
alrededor del crecimiento bacteriano, si a pesar de que haya crecimiento no se observa 
halo, el resultado es negativo. Se hicieron lecturas de resultados a los 7, 14 y 21 días. 
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Degradación de xilano 
En este estudio se inocularon las cepas en medio base SA1 al que se había añadido 
una suspensión de xilano en una proporción de 4 g/l para alcanzar una concentración 
final de 0.4% (p/v). El resultado de la prueba es positivo si se observa la aparición de un 
halo transparente alrededor del crecimiento bacteriano. Si a pesar de que haya 
crecimiento no se observa el halo, el resultado es negativo. Se hicieron lecturas de 
resultados a los 7, 14 y 21 días. 
 
Degradación de gelatina 
Para determinar la capacidad de los microorganismos de degradar la gelatina se 
utiliza el medio SA1 al que se le había añadido una suspensión de gelatina en una 
proporción de 4 g/l para una concentración final de 0.4% (p/v). Para poder observar el 
resultado de la prueba, se revela cubriendo las placas con una solución de HgCl2 (Anexo 
II, Tabla 2.13). El resultado de la prueba es positivo si se observa la aparición de un 
halo transparente alrededor de la colonia bacteriana, si a pesar de que hay crecimiento 
no se observa el halo, el resultado es negativo. En esta prueba se realiza una sola lectura 
a los 14 días. 
 
Degradación de L-tirosina 
Para comprobar la capacidad de los aislados de degradar la L-tirosina se inocularon 
en medio SA1 al que se le había añadido una suspensión de L-tirosina en una 
proporción de 4 g/l para alcanzar una concentración final de 0.5% (p/v). El resultado de 
la prueba es positivo si se observa la aparición de un halo transparente alrededor del 
crecimiento bacteriano. Si a pesar de que hay crecimiento no se observa el halo, el 
resultado es negativo. Se hicieron lecturas de resultados a los 7, 14 y 21 días. 
 
Degradación de urea 
Se prepararon tubos con 2 ml de caldo de urea (Anexo I, Tabla 2.8). Siguiendo las 
instrucciones del fabricante, se preparó una suspensión que contenía 3.87 g del caldo de 
urea deshidratado en 100 ml de agua destilada a temperatura ambiente y esterilizada por 
filtración, se hicieron alícuotas en tubos pequeños estériles de 2 ml en cada tubos. Los 
tubos se inocularon con las cepas aisladas, y empleando Proteus mirabilis y Escherichia 
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coli como controles positivo y negativo respectivamente, y se incubaron durante 15 días 
a 28ºC. Un resultado positivo se observa cuando se lleva a cabo la degradación de la 
urea a amoniaco, la cual produce un viraje de color inicial del medio rosa a un color 
púrpura indicador de la existencia de la hidrólisis. 
 
Degradación de tween 
La capacidad de los microorganismos de degradar el tween 20 y 80 por la actividad 
de las lipasas se evaluó en el medio basal descrito por Sierra (1957) (Anexo I, Tabla 
2.9). El tween se esterilizó separadamente a 110ºC por 20 minutos y se adicionó al 
medio basal (Sierra, 1957) para una concentración final de 1.0% (v/v). Si el 
microorganismo es capaz de hidrolizar el tween aparece en el medio de cultivo un 
precipitado alrededor de las colonias debido a la combinación de Ca2+ y los ácidos 
grasos liberados por la hidrólisis. Cuando la bacteria no posee la capacidad para 
hidrolizar el tween no se observa ningún tipo de precipitado. Los resultados fueron 
registrados a los 7, 14 y 21 días después de la siembra. 
 
Producción de Catalasa 
La catalasa degrada el peróxido de hidrógeno hasta agua y oxígeno. Los aislados se 
cultivaron en medio de agar nutritivo SA1, sobre las colonias crecidas se añadieron unas 
gotas de H2O2 de 30 volúmenes (Panreac, España). La reacción se considera positiva 
cuando aparecen burbujas de oxígeno. Es negativa si no se forman burbujas. 
 
Producción de Oxidasa 
La citocromo C oxidasa interviene en reacciones de oxidación de la cadena 
respiratoria (Kovacs, 1956). Los aislados se cultivaron en medio SA1, sobre las colonias 
crecidas se añadieron unas gotas de una suspensión al 1% de N, N, N’, N-Tetrametil-
1,4-fenilendiamina diclorhidrato (Fluka, Germany) en agua milli-Q estéril. La 
reacción se considera positiva cuando se observa la presencia de un color púrpura, 
producto de la oxidación, en un tiempo menor de 20 seg.  
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
2.3.1. AISLAMIENTO Y OBTENCIÓN DE CULTIVOS PUROS DE 
CEPAS A PARTIR DE NÓDULOS 
 
Las cepas se aislaron de nódulos de plantas de alubia (Phaseolus vulgaris var. 
Criolla) y de cacahuete (Arachis hypogaea L.) cultivada en el occidente de Nicaragua. 
A partir de los nódulos radicales de estas plantas (Figura 2.6) para el aislamiento de los 
microorganismos se uso el medio manitol extracto de levadura (YMA). Los códigos 
empleados son Fri para los aislamientos de nódulos de alubia y Nica para los 
aislamientos de nódulos de cacahuete. Se aislaron un total de 32 cepas, 22 de nódulos de 
alubias y 10 procedentes de nódulos de cacahuete. La selección de las colonias de las 
placas de aislamiento se realizó en base a las características morfológicas típicas del 
género Micromonospora (Figura 2.7). Estas cepas aparecen recogidas en el Tabla 2.18. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fig. 2.6. Planta de Phaseolus (A) y Arachis (B) 
A B
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Fig. 2.7. Raíces, nódulos y placa de aislamiento 
 
 
Tabla 2.18: Microorganismos aislados de las plantas utilizadas para este estudio. 
 
Planta de Aislamiento Código 
Nombre común Nombre científico Variedad 
Nica 01 Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 02A Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 02B Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 03 Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 04 Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 05A Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 05B Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 06 Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 07 Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Nica 08 Cacahuete Arachis hypogaea florunner 
Fri 01 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 02A Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 02B Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 04A Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 05 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 07 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 09A Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 10 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 11 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 12 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 13 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 14 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 15 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 16 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 17 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 18 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 19A Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 19B Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 20A Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 20B Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 22 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
Fri 24 Alubia Phaseolus vulgaris  criolla 
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2.3.2. CARACTERIZACIÓN GENOTÍPICA 
 
2.3.2.1. Caracterización mediante microsatélites 
 
 La diversidad microbiana obtenida mediante la técnica de microsatélites resulta 
de las diferencias en el número de unidades repetidas y se cree que estas diferencias son 
causadas por errores en la replicación del ADN, tales diferencias son detectadas en un 
gel donde migran a diferentes distancias de acuerdo con su tamaño (Jarne y Lagoda, 
1996). Los perfiles obtenidos para cada una de las cepas aisladas indicaron una alta 
diversidad genética entre ellas (Fig. 2.8 y 2.9). El análisis de estos perfiles mediante el 
método de agrupamiento UPGMA y el coeficiente de Pearson permitieron la 
diferenciación de las cepas en 4 grupos distintos para el caso de las aisladas de 
Phaseolus vulgaris (Fig. 2.10), y de 2 grupos para las cepas aisladas de Arachis 
hypogaea (Fig. 2.11) teniendo en cuenta una línea de corte con una similitud del 70%.  
 
Según los resultados obtenidos mediante la técnica molecular de microsatélites 
podemos inferir que en nuestros aislados de alubia y cacahuete existe una diversidad 
genética significativa. Estos resultados confirman datos anteriores de otros estudios 
donde se ha aislado Micromonospora de las leguminosas Lupinus angustifolius 
(Fernández-Molinero, 2005) y Pisum sativum (Carro, 2007) donde también se observó 
una gran diversidad genética entre las cepas aisladas de plantas muestreadas en una 
misma zona.  
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Fig. 2.8. Perfiles de ADN obtenidos mediante la técnica de Microsatélite de las cepas aisladas de 
nódulos radiculares de Phaseolus vulgaris. M: Marcador molecular XIV.  2642
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Fig. 2.9. Perfiles de ADN obtenidos mediante la técnica de Microsatélite de las cepas aisladas de 
nódulos radiculares de Arachis hypogaea. M: Marcador molecular XIV.    
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Fig. 2.10. Dendrograma obtenido a partir de los perfiles de ADN mediante la técnica de PCR- 
Microsatélites de los aislados de alubia (Phaseolus vulgaris). 
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Fig. 2.11. Dendrograma obtenido a partir de los perfiles de ADN mediante la técnica de PCR- 
Microsatélites de los aislados de cacahuete (Arachis hypogaea). 
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2.3.2.2. Caracterización mediante BOX-PCR  
Los aislados de alubia y cacahuete también fueron analizados mediante la técnica 
de BOX-PCR que consiste en amplificar regiones que aparecen repetidas a lo largo del 
genoma bacteriano (Versalovic et. al., 1991). Esta técnica ya ha sido empleada en otros 
actinomicetos para diferenciar cepas de las misma especie dentro del género 
Streptomyces con excelentes resultados (Lanoot et al., 2004). 
 
La técnica de BOX-PCR realizada con todos los aislados, nos indica que existe una 
amplia diversidad intraespecífica entre las cepas obtenidas a partir de nódulos 
radiculares, apoyando los resultados obtenidos mediante la caracterización por 
microsatélites.  
 
La mayoría de los aislados de nódulos de alubia presentaban diferentes patrones de 
bandas, sin embargo se puede apreciar a simple vista en la Fig. 2.12 la presencia de 
algunos patrones de bandas similares, como en el caso de las cepas Fri 02A y Fri 02B, 
así mismo las cepas Fri 20A y Fri 20B.  
 
 
En el caso de los aislados de nódulos de cacahuete, el análisis de la diversidad 
mediante la técnica de BOX-PCR dio como resultado diferentes perfiles de bandas de 
los cuales se puede apreciar la presencia de 4 perfiles distintos (Fig. 2.11). Lo que nos 
lleva a pensar que no todos los aislados son clones indicando nuevamente una 
importante diversidad genética entre los microorganismos aislados de los nódulos en 
ambas leguminosas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.12. Perfiles de ADN obtenidos mediante la técnica BOX-PCR de las cepas aisladas de 
nódulos radiculares de Phaseolus vulgaris. M: Marcador molecular XIV. 
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2642
500
1000
300
M 01 02A 05B02B 03 04 05AM M080706 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Fig. 2.13. Perfiles de ADN obtenidos mediante la técnica BOX-PCR de las cepas aisladas de 
nódulos radiculares de Arachis hypogaea. M: Marcador molecular XIV.    
 
Haciendo uso del programa Bionumerics (Applied Math, Kortrijk, Belgium), los 
resultados de los perfiles de BOX- PCR de los aislados de alubia y cacahuete fueron 
analizados usando el método de agrupamiento UPGMA, y el coeficiente de Pearson. A 
partir de los análisis efectuados a los aislados obtenidos de nódulos de alubia, se generó 
un dendrograma, en el cual se pueden apreciar claramente 5 tipos de perfiles 
moleculares teniendo como base una similitud del 60% (Fig. 2.14). 
 
 En el caso de los análisis realizados a los distintos aislados de cacahuete, el 
dendrograma resultante se dividió en 3 grupos de perfiles, basado en un 60% de 
similitud (Fig. 2.15) 
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Fig. 2.14. Dendrograma obtenido empleando el método de agrupación UPGMA y 
el coeficiente de Pearson de los aislados de  nódulos de alubia (Phaseolus 
vulgaris).  
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Pearson correlation (Opt:0.56%) [0.0%-100.0%]
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Fig. 2.15. Dendrograma obtenido empleando el método de agrupación UPGMA y el 
coeficiente de Pearson de los aislados de nódulos de cacahuete (Arachis hypogaea). 
 
 
 Los resultados obtenidos de los análisis del BOX-PCR indican la presencia de 
poblaciones heterogéneas de Micromonospora ya que la mayoría de los 
microorganismos aislados representan cepas diferentes. Estos resultados sugieren que 
los nódulos de plantas de alubia y cacahuete cultivadas en América Latina son una 
fuente potencial para el aislamiento de poblaciones del género Micromonospora. Estos 
resultados son similares a los obtenidos por Fernández-Molinero (2005) y Carro (2007) 
en los respectivos estudios de aislamiento y caracterización de Micromonospora de 
leguminosas cultivadas en España.  
 
 
2.3.2.3. Secuenciación del gen ribosómico 16S 
 
Tras el análisis de la diversidad de los aislados de Phaseolus vulgaris y Arachis 
hypogaea empleando las técnicas de microsatélites y BOX-PCR, se seleccionaron 16 
cepas para la amplificación y secuenciación del gen ribosómico 16S, con el fin de 
identificar y confirmar que las cepas pertenecían al género Micromonospora.  
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De los aislados de nódulos de alubia se seleccionaron 10 cepas, Fri 04A, Fri 05, Fri 
11, Fri 12, Fri 14, Fri 16, Fri 19A, Fri 19B, Fri 20A, Fri 24, de igual manera se 
seleccionaron 6 cepas aisladas de nódulos de cacahuete, Nica 02A, Nica 03, Nica 04, 
Nica 5B, Nica 07, Nica 08 (Fig. 2.14 y 2.15, cuadro rojos y verdes, respectivamente). 
 
En la Tabla 2.19, se muestra tanto la longitud de la secuencia como el porcentaje de 
similitud obtenido entre las secuencias de los microorganismos seleccionados y las 
cepas más próximas depositadas en las bases de datos públicas (EMBL, Genbank y 
NCBI). 
 
Tabla 2.19: Resultados obtenidos de la comparación de las secuencias del gen ribosómico 16S 
de los aislados con las secuencias depositadas en la bases de datos públicas.  
 
Cepa Identificación  Longitud de la Secuencia  Similitud % 
Fri 04A M. chaiyaphumensis 1421 99.36 
Fri 05 M. endolithica 1421 99.50 
Fri 11 M. chaiyaphumensis 1436 99.93 
Fri 12 M. chaiyaphumensis 1438 99.01 
Fri 14 M. chaiyaphumensis 1438 99.29 
Fri 16 M. endolithica 1447 99.51 
Fri 19A M. chersina  1400 99.43 
Fri 19B M. endolithica  1412 99.50 
Fri 20A M. chaiyaphumensis 1448 99.72 
Fri 24 M. endolithica 1441 99.30 
Nica 02A M. chaiyaphumensis 1420 99.57 
Nica 03 M. chaiyaphumensis 1407 99.64 
Nica 04 M. chaiyaphumensis 1453 99.58 
Nica 05B M. endolithica 1421 99.00 
Nica 07 M. endolithica 1421 99.15 
Nica 08 M. chaiyaphumensis 1442 98.80 
 
Los resultados obtenidos confirman la idea previa de selección de los 
microorganismos en las placas de aislamiento que de acuerdo con su morfología 
pertenecían al género Micromonospora. Como se puede apreciar en la Tabla 2.19, los 
microorganismos secuenciados presentaron un índice de similitud entre 98.8% y 
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99.93% con las especies Micromonospora chaiyaphumensis y Micromonospora 
endolithica. En concreto, las cepas Fri 04A, Fri11, Fri 12, Fri 14, Fri 20A, Nica 02A, 
Nica 03, Nica 04, y Nica 08 se relacionaron con Micromonospora chaiyaphumensis que 
fue aislada de suelo y ha sido descrita recientemente (Jongrungruangchok et al., 2008). 
Por otra parte, los aislados de alubia y cacahuete, Fri 05, Fri 16, Fri 24, Fri 19B, Nica 
05B y Nica 07, presentaron una similitud del 99% con la especie Micromonospora 
endolithica, aislada de una muestra de piedra. Únicamente la cepa Fri 19A presento una 
similitud a una especie distinta, Micromonospora chersina, con un valor de 99.43%. 
 
Las secuencias obtenidas de cada una de las cepas seleccionadas sirvieron para 
llevar a cabo análisis filogenéticos en los que fueron incluidas todas las especies del 
género Micromonospora descritas hasta el momento de escritura de esta memoria. Para 
ello se utilizó el programa informático MEGA 3 (Kumar et al., 2001), con el que se 
calcularon las distancias evolutivas de las secuencias y se construyeron los árboles 
filogenéticos. El programa permite el análisis de los datos empleando varios métodos y 
algoritmos, pudiendo así comparar los árboles obtenidos con cada método y determinar 
de esta manera si la topología presentada era estable. Estos resultados se muestran en la 
Figura 2.16. 
 
En concreto, las cepas Fri 16, Fri 19A, Fri 19B, Fri 05 y Fri 24 aparecieron en una 
rama independiente con una estabilidad del 93% de acuerdo a la prueba de “bootstrap”. 
Estos microorganismos presentaron una similitud entre 99.5% y 99.9%. En este caso, la 
especie más próxima fue Micromonospora endolithica representada por la cepa M. 
endolithica DSM 44398T. 
 
Separadas del grupo anterior aparecen la cepa Fri 14 relacionada con la cepa 
Micromonospora rosaria DSM 803T, con la cual comparte un 98.8% de similitud, 
mientras que la cepa Fri 04 forma una rama independiente de todas las demás cepas 
representadas en el árbol. 
 
Por su parte, las cepas Nica 02A, Nica 04, Nica 03 aparecen formando un grupo 
muy compacto que a su vez se une a las cepas Fri 12 y Nica 08 para formar una rama 
con 5 cepas en total. Es interesante destacar que en este grupo 4 de los microorganismos 
fueron aislados de Arachis hypogaea mientras que la cepa Fri 12 fue aislada de 
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Phaseolus vulgaris. Sin embargo, este es el único caso en el que cepas de las distintas 
plantas estudiadas parecen estar estrechamente relacionadas desde el punto de vista 
filogenético. Además la ubicación de las 5 cepas en el árbol filogenético sugiere que 
este grupo posiblemente represente una nueva especie de Micromonospora. 
 
Las cepas Fri 11 y Fri 20A aparecen estrechamente relacionadas con 
Micromonospora chaiyapumensis (MC5-1T), especie descrita recientemente 
(Jongrungruangchok et al., 2008), y cuya cepa representante fue aislada de una muestra 
de suelo en Tailandia. Teniendo en cuenta la similitud compartida entre estas 3 cepas, es 
probable que Fri 11 y Fri 20A pertenezcan a la especie M. chaiyapumensis, aunque 
estos resultados también deben ser confirmados mediante pruebas de hibridación de 
ADN. 
 
Finalmente las cepas Nica 05B y Nica 07 forman un clado monofilético 
independiente cuya posición también sugiere que estos microorganismos representen 
especies todavía no descritas. 
 
Los resultados del análisis filogenético nos indican que las 16 cepas secuenciadas 
posiblemente representan 5 especies nuevas del género Micromonospora, pues excepto 
en el caso de las cepas Fri 11 y Fri 20A, en el resto de las cepas no se observa una 
estrecha relación con las especies ya descritas. Sin embargo para poder confirmar estos 
resultados es necesario llevar a cabo estudios de hibridación de ADN, teniendo en 
cuenta que en algunos casos el porcentaje de similitud es del 99%. 
 
Los resultados anteriormente expuestos confirman los trabajos presentados por 
Fernández-Molinero, (2005); Carro, (2007) y Trujillo et al. (2007) yconfirman la 
presencia de poblaciones de Micromonospora en el interior de nódulos fijadores de 
nitrógeno en otras leguminosas. Nuestros resultados amplían estos hallazgos 
confirmando la presencia de Micromonospora en leguminosas cultivadas en zonas 
tropicales. En el futuro será necesario comprender el papel ecológico que realizan estas 
actinobacterias en relación con los nódulos y el posible beneficio aportado a las plantas 
que las hospedan. 
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Fig. 2.16. Árbol filogenético construido con las secuencias del gen ARNr 16S mostrando la 
relación entre las cepas aisladas de alubia y cacahuete con las especies validadas de 
Micromonospora. 
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2.3.3. CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA 
 
 
2.3.3.1. Morfología 
 
Los microorganismos aislados de Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea, se 
sembraron en placas de SA1, observando que las colonias presentaban un micelio de 
color anaranjado, marrón, gris y negro cambiando a tonos más oscuros debido a la 
producción de esporas. Después de tres o cuatro semanas de incubación se realizaron 
observaciones en el microscopio de contraste de fases (Zeiss®) con un objetivo 100X 
(Leica CTR Mic), se hicieron preparaciones en fresco de todos los microorganismos 
donde se observó la formación de un micelio ramificado y la presencia de un gran 
número de esporas sencillas (Fig. 2.17). Todas las cepas eran Gram positivas de acuerdo 
a los resultados de la tinción de Gram (Doetch, 1981).  Fig. 2.17. Microfotografía del aislado Fri 09A. Colonias vista a la lupa (A). Frotis al fresco (B). 
Tinción Gram (C) 
 
 
 
2.3.3.2. Crecimiento en diferentes medios de cultivos 
 
El medio SA1 resultó ser óptimo para el buen crecimiento de todas las cepas 
aisladas, mientras que crecieron de forma moderada en los medios M65 y Bennett`s, 
siendo en el medio de YMA y Avena donde el crecimiento fue más lento y menos 
abundante.  
 
En las diferentes cepas aisladas tanto de alubia como de cacahuete la textura de las 
colonias variaba de unas a otras cepas, sin embargo todas ellas aparecían adheridas al 
medio de cultivo de forma moderada o fuerte (Fig. 2.18). Al inicio de su crecimiento las 
colonias presentaban un micelio vegetativo de color naranja, marrón, gris ó negro con 
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ciertas variaciones en la intensidad del color. Todas las cepas, a medida que pasaba el 
tiempo de incubación se volvían de color oscuro, algunas presentaban incluso una 
consistencia mucosa. También se pudo observar que el color variaba de acuerdo al tipo 
de medio donde crecían, siendo en el medio de Avena donde la mayor parte de las cepas 
presentaban un tono oscuro y un color más claro en los medios SA1, Bennett y M65 
(Tabla 2.20 y 2.21). Después de 3 o 4 semanas de incubación la formación de esporas 
en el micelio vegetativo era abundante. Ninguna de las cepas de este estudio presentó 
formación de micelio aéreo o producción alguna de pigmentos.  
 
El estudio de los microorganismos en los distintos medios de cultivo (Tablas 2.21 y 
2.22), permitió observar una gran diversidad morfológica, en las poblaciones 
bacterianas recuperadas de los nódulos de Phaseolus vulgaris y Arachis hypogaea.  
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Fig. 2.18. Arriba: Cepas aisladas de alubia y cacahuete donde se observa el crecimiento de 
las colonias. Debajo: Morfología de las colonias observada en el microscopio 
estereoscópico. 
 
 
 
 
 
 
  72 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN       CAPÍTULO 2 
Tabla 2.20: Características morfológicas de las cepas aisladas de alubia (Phaseolus vulgaris) en diferentes medios de cultivo. 
Características           
morfológicas Medios 
Fri   
01 
Fri   
02A 
Fri   
02B 
Fri   
04A 
Fri   
05 
Fri   
07 
Fri   
09A 
Fri   
10 
Fri   
11 
Fri   
12 
Fri  
13 
Fri   
14 
Fri   
15 
Fri   
16 
Fri   
17 
Fri   
18 
Fri   
19A 
Fri   
19B 
Fri   
20A 
Fri   
20B 
Fri   
22 
Fri   
24 
SA1                       +++ +++ +++ ++ +++ + +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
YMA                       ++ ++ ++ ++ ++ - ++ + ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + ++ ++ ++
M65                       +++ +++ +++ +++ ++ - +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ +++ +++ ++
Avena                       +++ +++ +++ ++ ++ - +++ +++ + + ++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Crecimiento en: 
Bennett´s                       +++ +++ +++ ++ +++ - +++ ++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ ++
SA1                       ne ne ne ma ni ma ne ma ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne ne
YMA                       g ne g g nc - ne g ne g ne ne ne g g g g g gc g ne mc
M65                       ne ne ne ni ni - ne ni ne ma ne ne ne ne ma ne ne ne ne ne ne ne
Avena                       ne ne ne g nc - go g gc gc ne g g g g g g g g g g g
Color de micelio sustrato
Bennett´s                       ne ne ne ni ni - ne ni ne ne ne ne g g g mc ne ne mc mc g g
SA1                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
YMA                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
M65                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Avena                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Micelio aéreo/color 
Bennett´s                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
SA1                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
YMA                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
M65                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Avena                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pigmento difusible /color
Bennett´s                       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
+ = escaso; ++ = moderado; +++ = abundante; - = inexistente          
ne = negro; nc = naranja claro; ni = naranja intenso; g = gris; gc = gris claro; go = gris oscuro; ma = marrón; mc = marrón claro   
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Tabla 2.21: Características morfológicas de las cepas aisladas de cacahuete (Arachis hypogaea) en diferentes medios de cultivo. 
Características            
morfológicas 
Nica       
01 
Nica       
02A 
Nica       
02B 
Nica       
03 
Nica       
04 
Nica       
05A 
Nica       
05B 
Nica       
06 
Nica       
07 
Nica       
08 Medios 
SA1           +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++ +
YMA           ++ - ++ - ++ + + + +
M65           +++ + +++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ +++
Avena           +++ - +++ - +++ + + + + +
Crecimiento en: 
Bennett´s           +++ - +++ - +++ +++ ++ +++ +++ +
SA1           ma ma ma nc ma ni m r ma ma
YMA           ma - ma - ma nc nc nc nc nc
M65           ma ma ma nc ma ma ma ma ma ma
Avena           ne - g - g nc nc nc nc nc
Color de micelio sustrato 
Bennett´s           ma - ma - ma r ma r ma ni
SA1           - - - - - - - - - -
YMA           - - - - - - - - - -
M65           - - - - - - - - - -
Avena           - - - - - - - - - -
Micelio aéreo/color 
Bennett´s           - - - - - - - - - -
SA1           - - - - - - - - - -
YMA           - - - - - - - - - -
M65           - - - - - - - - - -
Avena           - - - - - - - - - -
Pigmento difusible / color 
Bennett´s           - - - - - - - - - -
+
 + = escaso; ++ = moderado; +++ = abundante; - = inexistente          
 ne = negro; nc = naranja claro; ni = naranja intenso; g = gris; r = rojo; ma = marrón; mc = marrón claro  
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2.3.3.3. Características bioquímicas y fisiológicas de los 
microorganismos aislados 
 
Tolerancia al pH 
 
Las cepas de alubia y cacahuete crecidas en medio SA1 preparado a distintos pH, 
fueron incubadas durante tres semanas, realizando observaciones cada siete días, donde 
se observó que el 100% de las cepas crecían a pH 8.0 y 9.0. Dicha característica 
también se ha descrito en las especies Micromonospora chokoriensis, Micromonospora 
coxensis, y Micromonospora chaiyaphumensis. Sin embargo, un porcentaje mínimo 
(2.72%) de las cepas aisladas de alubia presentaron un crecimiento débil en los pH 4.5 y 
5.5 (Tabla 2.22).  
 
Tolerancia a la temperatura 
 
La capacidad de los microorganismos de este estudio para crecer a distintas 
temperaturas se presenta en la Tabla 2.22. Las temperaturas óptimas para el crecimiento 
del 100% de las cepas aisladas fueron las de 28 y 37ºC. Sin embargo, un porcentaje alto 
(92%) de las cepas presentaron un buen crecimiento a las temperaturas de 22 y 44ºC, 
con excepción de las cepas Fri 15, Fri 19A, Fri 20A, Fri 20A, y Nica 03 que no 
crecieron a esas temperaturas. Solo el 2.27% de las cepas aisladas de alubias crecieron 
de forma débil a 12ºC (Fri 12, Fri 14, Fri 16, Fri 18 y Fri 20B).  
 
Tolerancia a la salinidad 
 
Los microorganismos aislados de alubia y cacahuete fueron cultivados en diferentes 
condiciones de salinidad. Todas las cepas crecieron en una concentración de NaCl del 
1% (p/v). Sin embargo, solamente el 39% del total de las cepas aisladas de alubia y el 
60% de las cepas aisladas de cacahuete fueron capaces de crecer en un medio cuya 
concentración era del 3% (p/v) de NaCl (Tabla 2.22).  
 
Los resultados obtenidos en las diferentes condiciones de pH, temperatura y 
salinidad de las cepas aisladas presentan características similares a las descritas para el 
género Micromonospora. Estos resultados adémas son similares a los obtenidos por 
otros investigadores (Fernández-Molinero, 2005; Carro, 2007; Trujillo et al., 2007). 
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Cuadro 2.22: Crecimiento de las diferentes cepas aisladas de alubia (P. vulgaris) y cacahuete (A. hypogaea) en distintas condiciones. 
pH  Temperatura Concentración de NaCl 
Cepas 
4,5 5,5 8 9  4ºC  12ºC  22ºC  28ºC  37ºC  45ºC 1% 3% 5% 7% 8% 
Fri 01                 - - + + - - + + + + - - - - -
Fri 02A                - - + + - - + + + + + - - - -
Fri 02B                - - + + - - + + + + + - - - -
Fri 04A                - - + + - - + + + + + - - - -
Fri 05                 - - + + - - + + + + + - - - -
Fri 07                 - - + + - - - + + + + - - - -
Fri 09A                - - + + - - + + + + + d - - -
Fri 10                 - - + + - - + + + + + + - - -
Fri 11                 - - + + - - + + + + + + - - -
Fri 12                 - - + + - + + + + + + + - - -
Fri 13                 - - + + - - + + + + + - - - -
Fri 14                 - - + + - + + + + + + + - - -
Fri 15                 - - + + - - - + + + + - - - -
Fri 16                 - - + + - + + + + + + + - - -
Fri 17                 - - + + - - + + + + + - - - -
Fri 18                 d d + + - + + + + + + + - - -
Fri 19A                - - + + - - - + + + + - - - -
Fri 19B                d d + + - - + + + + + - - - -
Fri 20A                d d + + - - - + + - + - - - -
Fri 20B                d d + + - + + + + + + + - - -
Fri 22                 d d + + - - + + + + + + - - -
Fri 24                 d d + + - - + + + + + - - - -
Nica 01                 - - + + - - + + + + + + - - -
Nica 02A                - - + + - - + + + + + - - - -
Nica 02B                - - + + - - + + + + + + - - -
Nica 03                 - - + + - - + + + - + - - - -
Nica 04                 - - + + - - + + + + + + - - -
Nica 05A                - - + + - - + + + + + + - - -
Nica 05B                - - + + - - + + + + + + - - -
Nica 06                 - - + + - - + + + + + - - - -
Nica 07                 - - + + - - + + + + + + - - -
Nica 08                 - - + + - - + + + + + - - - -
+ = presencia de crecimiento; d = crecimiento débil; - = crecimiento inexistente 
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Utilización de Fuentes de Carbono 
 
La capacidad de utilizar diferentes carbohidratos y aminoácidos por los 
microorganismos aislados como única fuente de carbono fue evaluada por un periodo de 
3 semanas. Se pudo observar que un porcentaje alto (entre el 54 y el 100 %) de las cepas 
aisladas de alubia eran capaces de crecer en la mayoría de las fuentes de carbono a 
evaluar, siendo las únicas cepas capaces de utilizar en su totalidad las diferentes fuentes 
de carbono Fri 18. Se puede ver que solo un porcentaje mínimo de aislados de alubia 
crecía en un número limitado de fuentes de carbono como es el caso de Fri 01 que solo 
creció en 4 de las 28 fuentes de carbono a evaluadas (Tabla 2.23).  
 
En el caso de los aislados de cacahuete las cepas son más heterogéneas en la 
utilización de diferentes compuestos como única fuente de carbono. De las cepas de 
cacahuete la única capaz de emplear el gluconato sódico como fuente de carbono fue la 
cepa Nica 07, así mismo solo dos cepas, Nica 06 y Nica 07, fueron capaces de emplear 
como fuente de carbono sorbitol y sorbosa (Tabla 2.23). Como se observa en los 
resultados, un porcentaje significativo (entre 60 y 90%) de las cepas aisladas de nódulos 
de cacahuete no crecieron en determinadas fuentes de carbono (almidón, gluconato 
sódico, ramnosa, sorbitol, sorbosa, xylitol, lisina y valina), destacando el caso de la cepa 
Nica 03 que únicamente fue capaz de crecer en presencia de glucosa, similar a la 
especie de Micromonospora rifamycinica que es únicamente capaz de crecer en glucosa 
(Huang et al., 2008).  
 
Según los resultados obtenidos podemos deducir que las cepas aisladas de alubia 
poseen la capacidad de utilizar el 92% de las distintas fuentes de carbono evaluadas, sin 
embargo, en el caso de los aislados de cacahuete las cepas fueron capaces de utilizar 
solo el 71% de las distintas fuentes de carbono.  
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Cuadro 2.23: Utilización de las fuentes de carbono por los diferentes aislados de Alubia (Phaseolus vulgaris) y cacahuete (Arachis hypogaea). 
CEPAS 
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Fri 01 - - - +     - - + - - - - - - - - - - - - - + + - - - - - - 
Fri 02A - - +            + + - + + + - + - - - - - - + - + + + + - - - - - 
Fri 02B - +         - + - - + + - - - - - - - - - - - - + + + - - - - - 
Fri  04A - -               + + + + + + - + - - + + - + + + - + + + + + - - - -
Fri 05 -                    - - + + - + - - - - - - - - - - - - - + - + + - - - -
Fri 07 -                          + - + + - + - - - - - + - - + - - - - - - + + - - - -
Fri 09A +                           + + + + + + + + + + + + + + - + + + + + + + + + + + +
Fri 10 -                            - + + + + + + - - - - + - - + + + - + + + + + - - - -
Fri 11 +                            + + + + - + + - + + + + - + + + - - + + + + + + + + +
Fri 12 +                            + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + + + + + + + -
Fri 13 +                            + - + + + + + + + + + - + - - + + - + + + + + - + - -
Fri 14 +                            - - + + - + + + + - + + - + + + - + + + + + + - + - +
Fri 15 +                            + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
Fri 16 +                            + - + + + + + + + + + + - + + + + - + + + + + + + + +
Fri 17 +                            + - + + + + + + + + + + + - - + + - + + + + + + + - +
Fri 18 +                            + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Fri 19A +                            + + + + + + + + + + + - + + - + + - + + + + + + + - +
Fri 19B +                            + + + + + + + + + + + - + + - + + - + + + + + + + - +
Fri 20A +                            + + + - - + - - + - - - - + - - - - + + - - - - - - -
Fri 20B +                            + + + + + + + - + + + + + + + + - - + + + + + + + - +
Fri 22 +                            + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + - +
Fri 24 +                            + + + + + + + + - + + - + + + + + + + + + + + - - - +
Nica 01 -                            + + - + - + + + - + + - + - - - - - + + + + + + + + -
Nica 02A -                            - - - - - + - + - + - - - - - - - - - - - - - - - - -
Nica 02B -                            + - - + - + + + + + + - + - - + + - + + + + + + + + -
Nica 03 -                            - - - - - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Nica 04 +                            + + + + - + + + + + + + + - - + + - + + + + + + + + -
Nica 05A -                            + + + + - + + - + - + - + - - + + - + + + - + + - + -
Nica 05B +                            + + + + - + + + + + + + - - - + + + + + + - + + + + +
Nica 06 +                            + + + + - + + + + + + + + + + + + + - + + - + + + + +
Nica 07 +                            + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + - + + + + +
Nica 08 -                            - - - - - + + - - - + - - - - - - - - + - - - - - - -
+ = crecimiento; - = crecimiento inexistente 
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Hidrólisis de almidón 
 
Algunos microorganismos pueden hidrolizar ciertos compuestos debido a que 
poseen la capacidad de producir las enzimas responsables de llevar a cabo dicho 
procesos. Los microorganismos capaces de hidrolizar almidón son de considerable 
utilidad en industrias donde debe digerirse el almidón, tales como papeleras, textiles 
etc., por lo que algunos microorganismos son fuentes comerciales de estas enzimas y 
por consiguiente adquiere gran interés la búsqueda de cepas con un alto potencial como 
productores de amilasas.  
 
Para determinar la capacidad de las cepas aisladas de nódulos de alubia y cacahuete 
para hidrolizar almidón, dichas cepas fueron cultivadas en un medio rico en almidón, el 
cual fue incubado durante 14 días y se reveló con lugol para detectar el almidón 
hidrolizado y por consiguiente detectar las cepas con capacidad de producir la enzima 
amilasa (Fig. 2.19). Como se puede observar en los resultados, todas las cepas de alubia 
(100%) fueron capaces de hidrolizar el almidón, no siendo el caso en los aislados de 
cacahuete donde solo el 70% de las cepas fueron capaces de hidrolizar este polisacárido. 
Los resultados globales se muestran en la Tabla 2.24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.19. Detección de cepas productoras de amilasas. La 
presencia alrededor de las cepas de un halo transparente es 
indicativa del almidón degradado.  
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Hidrólisis de esculina 
 
De igual forma que algunos microorganismos son capaces de hidrolizar el almidón, 
otros poseen también la capacidad de hidrolizar la esculina hasta glucosa. Para evaluar 
la capacidad para hidrolizar esculina, los aislados se cultivaron en un medio que 
contenía esculina y se incubaron durante tres semanas. El cambio de color a negro 
indicaba un resultado positivo (Fig. 2.20). Tanto los aislados de alubia como de 
cacahuete fueron capaces de hidrolizar la esculina, no obstante según se aprecia en la 
tabla de resultados, las cepas Fri 07 y Nica 03 presentaron una hidrólisis débil (Tabla 
2.24).  
 
a b
 
 
Fig. 2.20. Medio de cultivo control sin 
esculina(a); medio con esculina 
hidrolizada (b).  
 
 
 
 
 
 
Degradación de arbutina 
  
La capacidad de degradar glucósidos como la arbutina por los microorganismos 
aislados de alubia y cacahuete, fue también evaluado. Los resultados demuestran que 
después de 21 días de incubación en un medio con arbutina todas las cepas fueron 
capaces de degradarla, sin embargo algunas cepas presentaron una variación de color 
con menor intensidad (Fig. 2.21), por lo cual consideramos que estas cepas realizaban 
una degradación más débil (Tabla 2.24).  
a b 
Fig. 2.21. Medio de cultivo control sin 
arbutina (a); medio con arbutina 
degradado (b).  
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Degradación de caseína 
 
La producción de caseinasas por ciertos microorganismos permite que estos puedan 
degradar la caseína. En el caso de los aislados de alubia y cacahuete, se pudo observar 
que a los 21 días de incubación de los microorganismos en un medio rico en caseína, la 
mayoría de los aislados degradaban dicho compuesto (Fig. 2.22), exceptuando a las 
cepas Fri 07, Fri 17 y Fri 20A aisladas de alubia. De las cepas aisladas de nódulos de 
cacahuete solamente Nica 03 y Nica 08 no fueron capaces de degradar caseína (Tabla 
2.24).  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.22 Cepas productoras de 
caseinasas. La presencia de un halo 
transparente alrededor de la cepa es 
una característica propia de un 
resultado positivo.  
. 
 
Degradación de xilano 
 
Se analizó la capacidad de degradar el xilano por microorganismos aislados a partir 
de nódulos de plantas, en medio SA1. Se pudo observar que gran parte de las cepas 
aisladas de las plantas de alubia y de cacahuete presentaron la capacidad de degradar el 
xilano, solamente cinco (21%) de las 23 cepas de alubia no fueron capaces de llevar 
acabo dicha degradación. En el caso de los aislados de cacahuete, cuatro de diez cepas 
(40%), dieron negativo en la degradación de xilano (Tabla 2.24).  
 
Resultados similares fueron presentados por Carro (2007) y Trujillo et al., (2007), 
en cepas aisladas de nódulos de Pisum sativum y Lupinus angustifolius.  
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Degradación de gelatina 
 
La degradación de gelatina a través de enzimas proteolíticas se lleva acabo por 
ciertos microorganismos con la finalidad de transformar la gelatina en aminoácidos 
simples de fácil asimilación. En el caso de los aislados de alubia y de cacahuete, todas 
las cepas fueron capaces de degradar la gelatina. (Tabla 2.24 y Fig. 2.23), caso contrario 
a la especie Micromonospora rifamycinica que no degrada la gelatina (Huang et al., 
2008). 
 
 
 
Fig. 2.23 Cepas productoras de 
enzimas proteolíticas. Halo 
transparente alrededor de la cepa 
es una característica propia de un 
resultado positivo.  
. 
 
 
 
 
Degradación de L-Tirosina 
 
La asimilación de L-tirosina esta determinada por la capacidad de los 
microorganismos para degradar este compuesto. Sin embargo no todas las cepas 
aisladas pueden llevarlo acabo como se observa en los resultados obtenidos (Tabla 
2.24). De las 22 cepas aisladas de alubia solamente 12 cepas (54%) fueron capaces de 
degradar la L- tirosina. En el caso de los aislados de cacahuete 6 cepas (27%) fueron 
capaces de hidrolizarla (Tabla 2.24). La capacidad o no de degradación de la L- tirosina 
también ha sido descrita en especies de Micromonospora por Trujillo et al. (2005) y 
(2007).  
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Degradación de urea 
 
De acuerdo con nuestros resultados los aislados de nódulos de alubia y de 
cacahuete no son capaces de producir la enzima ureasa. Al inocular las distintas cepas 
en un caldo con urea y después de 15 días, al realizar la lectura de los resultados no se 
observó en ningún caso el viraje de color a púrpura indicativo de la liberación de 
amoniaco por la actividad de la ureasa (Tabla 2.24). Dichos resultados coinciden con 
resultados obtenidos con ciertas cepas aisladas de nódulos de Lupinus clasificados como 
miembros del género Micromonospora (Fernández-Molina, 2005).  
 
Sin embargo, nuestros resultados difieren de los reportados en algunas de las cepas 
aisladas de Pisum sativum, así como de las características descritas para la especie 
Micromonospora mirobrigensis, donde se reporta la capacidad de llevar a cabo la 
degradación de la urea (Carro, 2007; Trujillo et al., 2005), por lo cual podemos decir 
que dentro de este género pueden encontrarse cepas que puedan tener o no la capacidad 
de producir ureasa. 
 
Degradación de tween 
 
La capacidad de degradar tween 20 y 80 por actividad de la lipasa fue evaluada en 
las diferentes cepas aisladas de alubia y cacahuete (Tabla 2.24). Observándose que solo 
un determinado número de cepas de alubia (31%) fue capaz de degradar tween 20 (Fri 
04A, Fri 05, Fri 09A, Fri 10, Fri 11, Fri 14 y Fri 20B), en el caso de tween 80 un 
porcentaje bajo (22%) de las cepas fueron capaces de degradarlo (Fri 04A, Fri 09A, Fri 
10, Fri 12 y Fri 14). No obstante según los resultados obtenidos se puede observar que 
en el caso de los aislados de cacahuete solo Nica 05A y Nica 05B fueron capaces de 
degradar tween 20 y únicamente Nica 05B fue capaz de degradar tween 80.  
 
 
 
Producción de Catalasa 
 
La catalasa es una enzima que descompone el peróxido de hidrógeno (H O ) en 
oxígeno y agua. En el caso de la catalasa todos los microorganismos aislados de nódulos 
de alubia y cacahuete fueron capaces de producirla (Tabla 2.24). Una característica 
presente en la mayorías de las cepas investigadas y clasificadas dentro del género 
2 2
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Micromonospora es la capacidad de producir catalasa (Fernández-Molinero, 2005; 
Carro, 2007). 
 
Producción de Oxidasa 
 
La producción de oxidasa fue observada en el 86% de las cepas de alubia y 
solamente las cepas, Fri 07, Fri 12 y Fri 20A presentaron una respuesta negativa. En el 
caso de los aislados de cacahuete un 40% del total de cepas aisladas fueron las únicas 
que produjeron oxidasa, siendo en este caso las cepas Nica 01, Nica 02B, Nica 04 y 
Nica 07 (Tabla 2.24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.24 as de oxidasa. 
El color púrpura alrededor de la cepa es 
una característica propia de un resultado 
positivo.  
. Cepas productor
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Cuadro 2.24: Capacidad de degradación, oxidación y presencia de catalasa en los diferentes aislados de Alubia (P. vulgaris) y cacahuete (A. hypogaea). 
Degradación  CEPASs 
Almidón Urea Esculina Twin 20 Twin 80 Caseina     
  
Xilano L-Tirosina Arbutina Gelatina
Catalasa Oxidasa
Fri 01              + - + - - + + - + + + +
Fri 02A              + - + - - + + + d + + +
Fri 02B              + - + - - + + - d + + +
Fri 04A             + - + d d + + + d + + +
Fri 05 + - + d - + + - + + + + 
Fri 07              + - d - - - - - d + + -
Fri 09A             + - + d d + + + + + + +
Fri 10              + - + d d + + + d + + +
Fri 11 + - + d - + + + d + + + 
Fri 12 + - + - + + - + d + + - 
Fri 13              + - + - - + + + d + + +
Fri 14 + - + + + + - - + + + + 
Fri 15 + - + + + - d + + + - - 
Fri 16 + - + - - + + + + + + + 
Fri 17 + - + - - - + + + + + + 
Fri 18 + - + - - + - + + + + + 
Fri 19A + - + - - + + - + + + + 
Fri 19B + - + - - + + - + + + + 
Fri 20A + - + - - - - - d + + - 
Fri 20B + - + + - + + + + + + + 
Fri 22 + - + - - + + - d + + + 
Fri 24 + - + - - + + + + + + + 
Nica 01 + - + - - + + + d + + + 
Nica 02A - - + - - + - - d + + - 
Nica 02B + - + - - + + + d + + + 
Nica 03 - - d - - - - - d + + - 
Nica 04 + - + - - + + + d + + + 
Nica 05A + - + + - + + + + + + - 
Nica 05B - - + + + + - - + + + - 
Nica 06 + - + - - + + + + + + - 
Nica 07 + - + - - + + + + + + + 
Nica 08 + - + - - - - - + + + - 
+ = crecimiento; d = crecimiento débil; - = crecimiento inexistente 
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2.4. CONCLUSIONES 
 
Basados en los resultados obtenidos en esta investigación se pueden extraer las 
siguientes conclusiones: 
 
1.- El género Micromonospora está presente en nódulos fijadores de nitrógeno de 
Phaseolus vulgaris y de Arachis hypogaea, cultivadas en ambientes tropicales. Se 
aislaron un total de 32 cepas: 22 de nódulos de alubia y 10 de nódulos de soja. 
2.- Los métodos moleculares de tipificación genética BOX-PCR y microsatélites, 
demostraron ser herramientas útiles para el estudio de la diversidad de poblaciones del 
género Micromonospora. 
3.- La técnica de BOX-PCR permitió una mayor diferenciación de los 
microorganismos aislados demostrando un alta resolución a nivel de cepa.  
4.- Los análisis filogenéticos del gen ARNr 16S de las cepas secuenciadas 
demostraron que las bacterias aisladas pertenecen al género Micromonospora y que 
además representan al menos 5 nuevas especies. Estos resultados deberán ser 
confirmados mediante experimentos de hibridación ADN-ADN y estudios de 
quimiotaxonomía.  
5.- La existencia del género Micromonospora en los nódulos fijadores de nitrógeno 
en distintas leguminosas, como se demuestra en el presente estudio y aunado a 
resultados anteriores, nos sugiere que estos microorganismos podrían desempeñar 
alguna función de importancia ecológica. 
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COINOCULACION DE Micromonospora y Bradyrhizobium 
EN Lupinus albus 
 
 
3.1. INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años ha habido un incremento en investigaciones enfocadas a 
bacterias que nodulan tejidos de especies leguminosas tropicales. No obstante muchos 
de los endosimbiontes de leguminosas de climas templados ó tropicales todavía 
permanecen desconocidos.  
El género Lupinus agrupa a 200 especies de hierbas y pequeños arbustos, 
ampliamente distribuido en áreas del Mediterráneo y en el continente Americano, 
colonizando diferentes ambientes (Ainouche y Bayer, 1999).  
Las especies de Lupinus que han formado parte de la agricultura tradicional son el 
lupino blanco (Lupinus albus), el lupino azul (Lupinus angustifolius), y el lupino 
amarillo (Lupinus luteus). Habitualmente los lupinos han formado parte de la 
alimentación de personas y animales, o bien se han empleado en la agricultura como 
abono verde, con la finalidad de conservar o recuperar la productividad de las tierras 
agrícolas (Fernández-Molinero, 2005). 
A pesar del interés agronómico y ecológico de Lupinus, no existen muchos estudios 
sobre microorganismos simbiontes. Las plantas del género Lupinus son noduladas tanto 
por rizobios de crecimiento lento como rápido, no obstante los rizobios de crecimiento 
lento son más frecuentemente aislados de estas leguminosas (Barrera et al., 1997; 
Bottomley et al., 1994; Kuykendall et al., 1991; Miller and Pepper, 1988). 
Los microorganismos endofitos incluyendo bacterias, actinomicetos y hongos 
también se hallan en muchas especies de plantas, especialmente en plantas crecidas en 
el campo. Se ha demostrado que los actinomicetos endofitos mejoran y promueven el 
crecimiento de las plantas hospederas bien sea reduciendo la sintomatología de una 
enfermedad causada por un patógeno y/o por factores de estrés ambiental. (Hasegawa et 
al., 2006). 
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La relación simbiótica existente entre cepas de Bradyrhizobium y leguminosas 
fijadoras de nitrógeno ha sido ampliamente estudiada. No obstante, existen algunas 
limitaciones al uso de Bradyrhizobium como inoculante por la competencia existente 
entre las cepas de los inóculos con cepas nativas del suelo (Streeter 1994; Sadowsky y 
Graham, 1963). Sin embargo, se ha observado en estudios recientes de coinoculación en 
plantas de leguminosas con Bradyrhizobium sp. y actinomicetos, que se incrementaba 
significativamente la nodulación y el contenido de nitrógeno en las plantas estudiadas 
(Gregor et al., 2003).  
Las actinobacterias son un grupo importante de microorganismos debido al papel 
ecológico que desempeñan en el ambiente natural, pero también debido a su 
importancia como productores de un gran número de moléculas bioactivas con 
aplicación médica, agrícola e industrial. El aislamiento de microorganismos de los 
tejidos de plantas sanas sugiere que los hospedadores obtienen algún tipo de beneficio 
proveniente de los endofitos, debido a la producción de bactericidas, fungicidas o por la 
producción de moléculas promotoras del crecimiento. En recientes investigaciones se a 
demostrado que cepas de Micromonospora aisladas de nódulos fijadores de nitrógeno 
de Lupinus angustifolius, pueden producir, a partir de caldos de fermentación, nuevas 
moléculas con actividad biológica como la lupinadicinas A y B (Igarashi et al., 2007). 
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.2.1 Microorganismos usados en este estudio 
 
Los microorganismos empleados en este estudio están recogidos en la siguiente Tabla: 
 
Tabla 3.2. Cepas de Micromonospora empleadas en este estudio. 
 
Código Código 
LUPAC 02 LUPAC 07 
LUPAC 03A LUPAC 08 
LUPAC 03B LUPAC 09 
LUPAC 04 LUPAC 12 
LUPAC 05A LUPAC 13 
LUPAC 05B LUPAC 14 
LUPAC 06 LUPAC 15 
 
Las 14 cepas del presente estudio se aislaron a partir de nódulos de Lupinus 
angustifolius recogidos al suroeste de la provincia de Salamanca (España). Las cepas 
fueron caracterizadas e identificadas dentro del género Micromonospora (Martínez-
Molinero, 2005). 
 
3.2.2. Crecimiento en medio libre de nitrógeno 
 
Para determinar la capacidad de las 14 cepas aisladas de nódulos de Lupinus 
angustifolius de crecer en ausencia de nitrógeno, los aislados fueron cultivados en un 
medio libre de este elemento. 
 
El medio libre de nitrógeno se preparó en tubos que contenían agar noble (Disco) al 
1% (p/v) y Yeast Carbon Base (Difco) a una concentración final 1.1% (p/v). La 
preparación de la solución de Yeast Carbon Base se preparó de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante. El medio de cultivo que sirvió como control positivo se 
preparó igual que el anterior, excepto que se añadieron 2 g/l de (NH4)SO4 como fuente 
de nitrógeno. 
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Las 14 cepas se sembraron en medio SA1 y se cultivaron durante 7 días. 
Posteriormente se prepararon suspensiones (1 x 106 u.f.c./ml) de cada cultivo en NaCl al 
0.85% (p/v) y de esta suspensión se inocularon 10 µl en cada medio de cultivo. La 
inoculación se hizo por picadura en el fondo del tubo y las muestras se incubaron a 
28°C durante 3 semanas. Se hicieron lecturas a los 7, 14 y 21 días. 
3.2.3. Amplificación y secuenciación del gen nifH 
 
Amplificación de ADN 
La amplificación del gen nifH se realizó en dos etapas empleando oligonucleótidos 
diseñados a partir de regiones conservadas y según la metodología previamente descrita 
por Valdés et al. (2005). En todos los casos se utilizó la cepa Frankia alni ACN 14a 
como control positivo en cada PCR. Los oligonucleótidos, IGK, NDR-1 (Valdés et al., 
2005), POLF y POLR (Poly et al., 2001) (Isogen), cuyas secuencias son las siguientes 
fueron empleados para la amplificación parcial del gen nifH: 
 
IGK (f) 5´-TACGG(CT)AA(AG)GC(GCT)GG(CT)ATCGG- 3´   
NDR-1(r) 5´-TTGGAGCCGGC(AG)TA(AGCT)GC(AG)CA-3´   
POLF (f) 5´-TGCGA(CT)CC(GC)A(AG)(AG)GC(GCT)GG(CT)ATCGG-3´ 
POLR (r) 5´-AT(GC)GCCATC AT(CT)TC(AG)CCGGA-3´  
  
La preparación de la mezcla de reacción de PCR para la amplificación del primer 
segmento de 1.2 Kb, se llevó a cabo haciendo uso del kit “REDExtract-N-Amp Plant 
PCR Kit” de SIGMA como se describe en el Anexo III, Tabla 3.1. Para esta primera 
PCR se utilizaron los oligonucleótidos IGK y NDR (Valdés et al., 2005) diseñados para 
amplificar la región que contiene el gen nifH flanqueado por el espacio intergénico y el 
extremo terminal 5’ del gen nifD. 
 
Condiciones de PCR del segmento 1.2 Kb 
 
 
 
La reacción de amplificación del ADN se realizó en un termociclador GeneAmp 
PCR System 9700 (Applied Biosystems) utilizando las condiciones descritas en el 
Anexo IV, Fig. 3.1.  
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Electroforesis del ADN 
 
Los productos amplificados por PCR se separaron mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 1.5% (p/v), utilizando como tampón TAE 1X (Tris-Acetato EDTA) 
(Millipore) en una cubeta de 15 x 20 cm a 70V durante 90 minutos. Como fuente 
eléctrica se utilizó Power PAC 300 (Bio Rad). El Marcador VI fue utilizado como 
referencia para determinar el tamaño de los productos de PCR. Los productos de PCR 
se observaron en el transluminador y la banda correspondiente al producto esperado se 
cortó para su posterior purificación.  
 
 
Purificación de los productos de PCR 
 
Los productos de PCR fueron purificados usando la metodología descrita en el 
capítulo 2 (apartado 2.2.2.5). El ADN purificado se cuantificó (apartado 2.2.2.5) y 
sirvió como molde para amplificar el segundo fragmento de 454 bp correspondiente al 
gen nifH.  
 
La preparación de la mezcla de reacción de PCR para la amplificación del segundo 
segmento de 454 pb correspondiente al gen nifH, se llevó a cabo haciendo uso del kit 
“REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” de SIGMA como se describe en el Anexo III, 
Tabla 3.2. En este caso, los oligonucleótidos POLF y POLR sirvieron para amplificar el 
segundo fragmento. 
 
Condiciones de PCR del segmento 454 pb 
 Las condiciones de ampliación están descritas en el Anexo IV, Fig. 3.2, mientras 
que las condiciones de electroforesis y la purificación de los productos de PCR se 
llevaron a cabo como ya se ha explicado previamente. 
 
Secuenciación de los productos de PCR purificados 
Para la secuenciación del gen nifH se utilizo el oligonucleótido:  
POLF:       5´-TGCGA(CT)CC(GC)A(AG)(AG)GC(GCT)GG(CT)ATCGG-3´ 
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Se preparó una mezcla con 100 ng de ADN y 3 picomoles del oligonucleótido para 
cada reacción de PCR. La secuenciación automática del fragmento se llevó a cabo en el 
servicio de secuenciación de la Universidad de Salamanca, en un secuenciador capilar 
ABI PRISM (Applied Biosystems), empleando “Big Dye Terminador v.3.1 Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems). 
 
Análisis de los fragmentos secuenciados 
 
Las secuencias obtenidas se analizaron a través del programa BLASTn, que 
compara cada una de las secuencias obtenidas con las depositadas en los bancos de 
genes y nos ofrece un listado de aquellas secuencias que presentan una mayor similitud 
(Zhang et al., 2000). 
 
3.2.4. Ensayo de Antagonismo entre Micromonospora y Bradyrhizobium 
Para determinar si las cepas de Micromonospora aisladas de nódulos de Lupinus 
angustifolius, causaban efectos antagónicos en el crecimiento de Bradyrhizobium 
canariense ISLU 65, los microorganismos se sembraron siguiendo la metodología de 
Gregor et al. (2003) con algunas modificaciones. 
La cepa de Bradyrhizobium canariense ISLU 65 fue crecida en medio YMA 
durante 5 días a 28ºC. Las cepas de Micromonospora fueron crecidas en medio SA1 
durante una semana a 28ºC. De cada cepa cultivada se realizaron suspensiones 
bacterianas de aproximadamente 1x108 u.f.c./ml. 
En placas con medio de YMA y en condiciones asépticas con un hisopo estéril se 
extendió una supension en forma de tapiz de Bradyrhizobium canariense ISLU 65, y las 
placas se dejaron secar. Posteriormente se sembró mediante hisopo la suspensión que 
contenía a la cepa Micromonospora LUPAC 08 en forma de cruz. Las placas fueron 
incubadas durante 7 días a 28ºC. 
Se observó el crecimiento de ambos microorganismos y los posibles efectos de 
antagonismo entre ellos. La presencia de un buen crecimiento de ambos tipos de 
microorganismos se consideró un resultado positivo. 
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3.2.5. Efecto de la coinoculación con Micromonospora y 
Bradyrhizobium en la nodulación de Lupinus albus  
 
La metodología empleada para evaluar el efecto de la coinoculación en plantas de 
Lupinus albus crecidas en cámara climatizada se llevó a cabo de acuerdo a los 
protocolos descritos por Trujillo et al. (2005). 
Las semillas de Lupinus albus se esterilizaron en superficie con hipoclorito sódico 
al 35 % durante 12 minutos, pasados los cuales se realizaron 6 lavados con agua 
destilada estéril. Las semillas esterilizadas fueron colocadas en condiciones asépticas en 
placas de Petri estériles que contenían papel de filtro humedecido con agua estéril, para 
que se llevara a cabo la germinación.  
Las semillas germinadas se dispusieron en macetas que contenían vermiculita 
estéril como soporte del cultivo. Para la esterilización de la vermiculita se la introdujo 
en autoclave durante una hora a 120ºC y una atmósfera de presión, repitiendo la misma 
operación a las 24 y 48 horas. 
  
Preparación de los inóculos  
Bradyrhizobium canariense ISLU 65 fue crecida en medio YMA durante 5 días a 
28ºC. La cepa de Micromonospora, LUPAC 08, fue cultivada en medio SA1 e incubada 
a 28ºC durante una semana. De cada cepa cultivada se realizaron suspensiones 
bacterianas de 1x108 u.f.c/ml en NaCl al 0.85% (p/v).  
Cada plántula fue inoculada con 1 ml de suspensión bacteriana de acuerdo a los 
siguientes tratamientos: 
T1: Plántulas sin inócular: control negativo 
T2: Inóculo con Bradyrhizobium canariense ISLU 65. 
T3: Inóculo con Micromonospora LUPAC 08. 
T4: Inóculo con B. canariense ISLU 65 + Micromonospora LUPAC 08. 
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Las plantas se mantuvieron en cámara iluminada con lámparas tipo fluorescentes 
Gro-Lux F36W/Gro (SYLVANIA) programada para un fotoperiodo de 16 horas durante 
6 semanas, con una húmedad relativa del 60% y a una temperatura de 25°C durante el 
día y 20°C durante la noche.  
 
Las plantas se regaron de forma alternada con agua destilada estéril ó una solución 
nutritiva libre de nitrógeno (Rigaud and Puppo, 1975) Anexo II, Tabla 3.3.  
 
Para evaluar el efecto de los tratamientos se recogieron las siguientes variables: 
• peso seco y húmedo de la biomasa aérea y radicular 
• número de nódulos por planta 
Análisis estadístico  
Los datos obtenidos fueron procesados estadísticamente usando el programa 
Statview 5.0 (SAS Institute Inc., 1998). Las variables fueron analizadas mediante las 
pruebas de ANOVA (varianza de las media) y Tukey.  
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
3.3.2. Crecimiento en medio libre de nitrógeno 
 
El nitrógeno es un componente de primer orden de las proteínas y los ácidos 
nucleicos, y constituye casi el 10% del peso seco de la célula bacteriana típica. El 
nitrógeno puede suministrarse en diversas formas, y los microorganismos varían en su 
capacidad para asimilarlo, la mayoría de los organismos no puede utilizar nitrógeno en 
forma molecular, es decir en forma de gas (N2). Para que las plantas puedan sintetizar 
proteína tienen que obtener el nitrógeno de compuestos nitrogenados aprovechables 
para las plantas. La forma más comúnmente utilizada es la de iones de nitrato, NO3-. Sin 
embargo, otras sustancias tales como el amoníaco NH3 y la urea (NH2)2CO, resultan ser 
útiles en sistemas naturales de producción. 
 
Existe un pequeño grupo de microorganismos altamente especializados que 
incluyen cianobacterias y bacterias capaces de llevar acabo el proceso de fijación de N2. 
Las actinobacterias del género Frankia poseen la capacidad de infectar las raíces de un 
amplio rango de angiospermas desarrollando nódulos radiculares y estableciendo 
relaciones simbióticas que contribuyen en la fijación de nitrógeno (Silvester et al., 
1990; Nalin et al., 2000; Todar, 2004). Es conocida también la capacidad de 
Streptomyces thermoautotrophicus, de fijar nitrógeno empleando un sistema de 
nitrogenasa muy especial (Rubio et al., 2005; Ribbe et al., 1997). 
 
Con la finalidad de determinar si las cepas empleadas en este estudio eran capaces 
de crecer en medio libre de nitrógeno y fijar el nitrógeno atmosférico, se inocularon en 
un medio que no contenía este elemento.  
 
Los cultivos fueron incubados durante tres semanas, observando que la mayoría de 
las cepas inoculadas en medio libre de nitrógeno presentaban un buen crecimiento en 
comparación al medio control con nitrógeno (Fig. 3.1), por lo cual podemos deducir, 
que las 14 cepas empleadas en este estudio eran capaces de crecer en ausencia de este 
elemento y fijar el nitrógeno atmosférico.  
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La capacidad de las 14 cepas de Micromonospora para crecer en medios carentes 
de nitrógeno al igual que los aislados de Casuarina equisetifolia (Valdés et al., 2005), 
apoyan la idea de que otros actinomicetos además de Frankia y Streptomyces 
thermoautothrophicus poseen la capacidad de fijar el nitrógeno de la atmósfera.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.1: (A) Micromonospora LUPAC 08 en medio libre de nitrógeno (SN) y en medio con 
nitrógeno (CN); (B) LUPAC 03B en medio libre de nitrógeno (SN) y en medio con nitrógeno 
(CN). 
 
 
 
3.3.3. Amplificación y secuenciación de Genes nifH 
 
La fijación biológica del nitrógeno atmosférico, consistente en la reducción de N2 a 
NH4+ por la enzima nitrogenasa es, después de la fotosíntesis, la ruta metabólica más 
importante para el mantenimiento de la vida en la Biosfera. Curiosamente, este proceso 
crucial sólo puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de seres vivos, todos ellos 
procariotas (Sprent y Sprent, 1990). Los microorganismos fijadores de nitrógeno no 
constituyen un grupo taxonómico homogéneo, la única característica que comparten es 
la presencia de la enzima nitrogenasa (Zehr et al., 2003; Cole et al., 1979). 
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Kirsthein et al. (1991) argumentan que posiblemente el número de fijadores de 
nitrógeno y su impacto en la productividad primaria esta infravalorado. En el estudio de 
comunidades diazotróficas sería un error estimar la población mediante la fijación de 
nitrógeno ya que puede conllevar a resultados sesgados, puesto que la fijación puede 
depender de si la nitrogenasa esta activa en el momento de muestreo. 
 
Basados en la capacidad presentada por las cepas de Micromonospora aisladas de 
Lupinus angustifolius de crecer en medio libre de nitrógeno, nos planteamos la 
interrogante de si estos microorganismos poseen en su genoma el operón nif, 
responsable de llevar a cabo el proceso de fijación de nitrógeno atmosférico.  
 
Así, partiendo del ADN extraído a cepas seleccionadas de Micromonospora 
(LUPAC: 02, 06, 07 y 08) llevamos a cabo la amplificación del ADN, empleando 
oligonucleótidos diseñados a partir de regiones conservadas y previamente empleados 
en la amplificación del gen nifH en cepas aisladas de Casuarina equisetifolia (Valdés et 
al., 2005).  
 
Los fragmentos amplificados en la primera PCR empleando los cebadores IGK y 
NDR-1, se muestra en la Figura 3.2. La presencia de fragmentos del tamaño deseado 
fueron localizados en dos cepas, concretatemente en la cepa Micromonospora LUPAC 
08 y en la cepa control Frankia alni ACN14a. Las bandas fueron cortadas y purificadas 
de acuerdo a lo ya descrito anteriormente (sección 3.2.3) y utilizadas como molde para 
la segunda PCR con los oligonucleótidos universales POLF y POLR como se describe 
en el apartado 3.2.3. 
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Fig. 3.2. Primera PCR amplificando un fragmento de 1.2 kb del gen nifH (indicado por la 
flecha), usando los oligonúcleotido IGK- NDR-1. Marcador VI (M), cepas: LUPAC 02 (1), 
LUPAC 06 (2), LUPAC 07 (3), LUPAC 08 (4), Frankia alni ACN 14a (5). 
 
En la segunda PCR, se obtuvó una única banda de aproximadamente 454 bp tanto 
en la cepa Micromonospora LUPAC 08 y en la cepa control, Frankia alni ACN 14a 
(Figura 3.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.3. Segunda PCR amplificando un fragmento de 454 bp gen nifH (indicado por la 
flecha), usando los oligonúcleotidos POLF y POLR. 1. Marcador VI (M), cepas: (1) Frankia 
alni ACN 14a, (2), Micromonospora LUPAC 08. 
M 1 2 3 4 5
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El fragmento de aproximadamente 454 bp fue secuenciando y comparado con 
secuencias depositadas en las bases de datos públicas mostrando una alta similitud con 
secuencias del gen nifH de Frankia, específicamente, nuestra cepa mostró una similitud 
de un 99% con Frankia alni ACN 14a. 
 
Con la finalidad de determinar la posición filogenética de la secuencia parcial del 
gen nifH obtenida de la cepa de Micromonospora LUPAC 08, la secuencia fue alineada 
con otras secuencias obtenidas de la base de datos GenBank y posteriormente se 
realizaron los análisis filogenéticos tal y como se describió en el apartado 2.2.2.5. Los 
resultados de este análisis se muestran en la Figura 3.4.  
 
En el árbol filogenético (Fig. 3.4) se observa que la cepa de Micromonospora 
LUPAC 08 esta estrechamente relacionada con las cepas Frankia alni ACN 14a y 
Frankia alni ArI3 formando un clado con rangos de similitud entre el 97% y el 99%. 
Estos resultados sugieren una transferencia horizontal entre ambos microorganismos.  
 
Fig. 3.4. Árbol filogenético basado en el método Neighbor-joining y derivado de 
secuencias parciales de nucleótidos del gen nifH de la cepa de Micromonospora LUPAC 08 y 
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secuencias de nucleótidos de genes de nifH de otras bacterias fijadoras de nitrógeno. 
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Finalmente, la secuencia parcial obtenida fue traducida a una secuencia de 
aminoácidos que indicaba que el producto final correspondería al componente férrico II 
de la nitrogenasa. 
 
La presencia en el genoma bacteriano de los genes nif es esencial en algunos 
ecosistemas para el mantenimiento de la fertilidad del suelo mediante la fijación de 
nitrógeno atmosférico (Elbeltagy et. al., 2008). La localización del gen nifH en 
Micromonospora LUPAC 08 relacionada filogenéticamente con Frankia alni, amplía 
los resultados obtenidos por Valdés et al. (2005) sin embargo, es importante tener en 
cuenta que en el trabajo realizado por estos autores los microorganismos fueron aislados 
de nódulos de Casuarina equisetifolia y no de una leguminosa como es nuestro caso. 
 
3.3.4. Ensayo de Antagonismo entre Micromonospora y Bradyrhizobium 
 
El papel ecológico de la producción de antibióticos por los actinomicetos del suelo 
todavía no está claramente definido. Sin embargo es posible que este proceso 
metabólico forme parte de mecanismos de defensa para competir en nichos donde la 
presencia de nutrientes es escasa y la competencia con otras poblaciones bacterianas es 
alta (Huddleston et al., 1997).  
 
Con la finalidad de determinar si las cepas aisladas de Lupinus angustifolius tenían 
un efecto antagónico con Bradyrhizobium canariense ISLU 65 y viceversa, se llevó a 
cabo la inoculación y el crecimiento conjunto en la misma placa con medio YMA de B. 
canariense ISLU 65 y las distintas cepas de Micromonospora de este estudio. 
 
Las placas inoculadas fueron incubadas durante 7 días, pasado ese tiempo se pudo 
observar que en todos lo casos se apreciaba un crecimiento óptimo de B. canariense 
ISLU 65 y de las diferentes cepas de Micromonospora (Fig. 3.5), por lo que podemos 
concluir que las cepas de Micromonospora del presente estudio no inhiben el 
crecimiento a B. canariense ISLU65 y viceversa. De igual manera se ha demostrado que 
ciertos actinomicetos distintos de Frankia pueden crecer simultáneamente con otros 
microorganismos fijadores de nitrógeno aislados de soja sin tener efectos antagónicos 
(Gregor et al., 2003). 
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Los resultados obtenidos indican que el crecimiento simultáneo de B. canariense 
ISLU 65 y las distintas cepas de Micromonospora seleccionadas es posible dentro de un 
mismo nicho, en este caso en las raíces de Lupinus, por lo cual suponemos que al ser 
coinoculadas en la planta la coexistencia de ambos microorganismos puede tener 
incluso un efecto positivo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.5. Crecimiento en medio YMA de la cepa B. canariense ISLU 65 (crecimiento en tapiz) y 
la cepa de Micromonospora LUPAC 08 (siembra en forma de cruz). 
 
 
 
3.3.5. Efecto de la coinoculación con Micromonospora y 
Bradyrhizobium en la nodulación de Lupinus albus 
 
El interés originado en los últimos años sobre el papel que desempeñan cierto 
número de actinomicetos aislados de diferentes tejidos de plantas sanas cultivadas en el 
campo, ha suscitado el incremento de las investigaciones encaminadas a evaluar los 
efectos de estos microorganismos en el desarrollo de la planta.  
 
Debido al gran número de aislados perteneciente al género Micromonospora que 
han sido obtenidos a partir de nódulos de leguminosas, así como por su capacidad de 
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crecer en medio libre de nitrógeno y por la presencia de una secuencia correspondiente 
al gen nifH, nos planteamos la interrogante sobre el papel que desempeñan estos 
microorganismos en el interior del nódulo de las leguminosas y su relación con otros 
fjadores de nitrógeno como Bradyrhizobium.  
 
Para determinar el efecto en la nodulación, diseñamos un ensayo de inoculación en 
Lupinus albus con la cepa de Micromonospora LUPAC 08 aislada de Lupinus y la cepa 
Bradyrhizobium canariense ISLU 65. La selección de Bradyrhizobium se basa en la 
capacidad de este género para nodular y fijar nitrógeno con plantas de Lupinus. Los 
resultados fueron recogidos a las 6 semanas de crecimiento en cámara climatizada. En el 
caso del control negativo no se observó la presencia de nódulos en las raíces, por lo cual 
podemos decir que la esterilización de las semillas fue efectiva y que los resultados 
obtenidos en las plantas inoculadas no fue producto de una contaminación de las 
mismas. 
 
Las plantas inoculadas únicamente con la cepa Micromonospora LUPAC 08 
(Micromonospora) tampoco presentaron formación de nódulos en sus raíces, indicando 
que aunque estos microorganismos sean capaces de fijar nitrógeno atmosférico 
posiblemente no son capaces de producir nódulos en las plantas a diferencia de otras 
actinobacterias como Frankia. 
 
En el caso de las plantas inoculadas únicamente con B. canariense ISLU 65, el 
control positivo, estas presentaron numerosos nódulos de forma redonda, de color 
rosado y localizados generalmente entre las raices primaria y secundarias, en la parte 
superior de la raíz (proxima al tallo), presentando por lo tanto una nodulación que se 
puede considerar típica del género Bradyrhizobium.  
 
Con respecto a las plantas coinoculadas con B. canariense ISLU 65 y 
Micromonospora LUPAC 08 la formación de nódulos fue mayor que en las plantas 
inoculadas únicamente con B. canariense ISLU 65, observando un incremento en la 
nódulación en las plantas coinoculadas de un 86% con respecto a las plantas inoculadas 
únicamente con B. canariense ISLU 65 como se puede apreciar en la Tabla 3.3 y en las 
Figuras 3.6 y 3.7.  
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Los análisis de comparación de la media del número de nódulos obtenido (prueba 
de Tukey) indican que existe una diferencia significativa (P<0.05) entre las plantas 
inoculadas únicamente con B. canariense ISLU 65 y las plantas inoculadas con B. 
canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08. Estos resultados sugieren un efecto 
sinérgico entre las dos bacterias y un beneficio en el desarrollo de las plantas 
inoculadas. Además, estos resultados están en gran concordancia con los resultados 
presentados anteriormente, donde se describe la interacción tri-partita entre las bacterias 
Rhizobium-Streptomyces y la leguminosa Pisum sativum (Tokala et al., 2003). 
 
 
Fig. 3.6. Gráfico del promedio de nódulos obtenidos en plantas de Lupinus albus. B: 
Plantas tratadas únicamente con cepa B. canariense ISLU 65, B + L 08: Plantas inoculadas con 
las cepas Micromonospora LUPAC 08 y B. canariense. El número de observaciones fueron 
cinco plantas por tratamiento. 
 
 
 
Promedio de Número de Nódulos en Lupinus albus  
42
78
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
B B + L 08
Tratamientos
Pr
om
ed
io
 d
e 
Nó
du
lo
s
RESULTADOS Y DISCUSIÓN  CAPÍTULO 3 
 105
Fig. 3.7. Planta de Lupinus albus coinoculada con B. canariense ISLU 65 y 
Micromonospora LUPAC 08. A: planta en el vaso de siembra, B: Planta completa con raíces 
descubiertas, C: Aglomerado de nódulos, D: Corte longitudinal de un nódulo.  
 
 
 
Según los resultados obtenidos en la variable de peso húmedo foliar en los 
diferentes tratamientos (Tabla 3.3 y Fig. 3.9), en el caso de las plantas pertenecientes al 
control negativo fueron las que presentaron un promedio menor (2,740 g).  
 
En el caso de las plantas inoculadas con Micromonospora el promedio obtenido fue 
levemente superior que las plantas del control negativo (Tabla 3.3 y Figura 3.8), siendo 
esta diferencia estadísticamente no significativa (P>0.05). Sin embargo, se ha observado 
en anteriores investigaciones que ciertos actinomicetos pueden contribuir de forma 
directa en el crecimiento de algunas plantas ya sea acelerando la emergencia y 
elongación de las raices adventicias por la segregación directa de un tipo de hormona de 
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crecimiento. Lo que da una ventaja práctica para acortar el periodo de aclimatización de 
los tejidos de cultivos en ambientes calurosos y húmedos, disminuyendo el riesgo de 
enfermedades infecciosas en la plántula (Meguro et al., 2006; Igarashi et al., 2002; 
Manulis et al., 1994). 
 
Las plantas inoculadas con B. canariense ISLU 65 presentaron un valor mayor en el 
peso húmedo foliar que el control negativo y el tratamiento inoculado con la cepa 
Micromonospora LUPAC 08, observando que existe una diferencia significativa 
estadísticamente (P<0.05) entre estos dos tratamientos (Tabla 3.3 y Figura 3.9), este 
resultado es esperable teniendo en cuenta que la relación simbiótica entre 
Bradyrhizobium y Lupinus es ampliamente conocida.  
 
En las plantas coinoculadas con la cepa de B. canariense ISLU 65 y 
Micromonospora LUPAC 08 fue donde se obtuvó el promedio más alto con respecto a 
los demás tratamientos en el peso húmedo foliar (Tabla 3.3 y Figs. 3.7 y 3.9). El análisis 
estadístico de comparación de medias del peso húmedo foliar nos dió como resultado 
que existe diferencia significativa tanto con el control negativo como con las plantas 
inoculadas con Micromonospora LUPAC 08 (P<0.05). Sin embargo, a pesar de que en 
el tratamiento con B. canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08 presentó un 
promedio más alto con respecto al inoculado únicamente con B. canariense ISLU 65, 
esta diferencia no es estadísticamente significativa (P>0.05).  
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Fig. 3.8. A: Plantas de los cuatro tratamientos 1: control negativo, 2: Micromonospora LUPAC 08, 3: Bradyrhizobium canariense ISLU 65, 4: B. 
canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08. B: Área foliar de tratamiento inoculado con B. canariense ISLU 65 y tratamiento coinoculado con B. 
canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08. 
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Fig. 3.9. Gráfico del promedio del peso húmedo foliar obtenidos en plantas de Lupinus 
albus. CN: control negativo; L 08: Plantas tratadas únicamente con la cepa Micromonospora 
LUPAC 08; B: Plantas tratadas únicamente con la cepa B. canariense ISLU 65; B + L 08: 
Plantas inoculadas con las cepas B. canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08. El 
número de observaciones fueron cinco plantas por tratamiento. 
 
 
 
Después de cortadas y secadas las plantas de los diferentes tratamientos se procedió 
a pesar y analizar los resultados del peso seco foliar (Tabla 3.3 y Fig. 3.10). De manera 
similar, se pudo observar que al igual que en el peso húmedo foliar las plantas del 
control negativo presentaron el menor valor 0,394 g con respecto a los demás 
tratamientos.  
 
Las plantas inoculadas únicamente con Micromonospora LUPAC 08, presentaron 
un valor más alto que las plantas del control negativo pero menor que los otros 
tratamientos. La diferencia en peso seco foliar de las plantas inoculadas con respecto al 
control negativo fue según la prueba de Tukey, no significativa (P>0.05). 
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Las plantas inoculadas con B. canariense ISLU 65 tuvieron un promedio de peso 
seco foliar mayor que el del control negativo y el tratamiento inoculado con 
Micromonospora LUPAC 08, pero menor que el del tratamiento inoculado con B. 
canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08, obteniendo en todos los casos 
diferencia estadísticamente no significativa (P>0.05).  
 
Finalmente, en el tramiento donde las plantas fueron coinoculadas con B. 
canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08, los valores promedio del peso seco 
foliar fueron mayores que los demás tratamientos, siendo significativamente diferente 
según la prueba de Tukey (P<0.05) con respecto al control negativo. No obstante, a 
pesar de que el valor promedio de las plantas de Lupinus albus inoculadas con B. 
canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08 fue un promedio más alto que las 
inoculadas únicamente con B. canariense ISLU 65 (Figura. 3.10), dicha diferencia no 
fue estadísticamente significativa (P>0.05). 
 
Los resultados de peso seco foliar en las plantas inoculadas con B. canariense ISLU 
65 y Micromonospora LUPAC 08 coinciden con los datos obtenidos también en peso 
húmedo foliar, siendo en ambos casos el mayor valor obtenido con respeto a los demás 
tratamientos, lo que nos hace coincidir nuevamente en el planteamiento de que existe 
una relación sinérgica entre la cepa de Micromonospora LUPAC 08 y la cepa B. 
canariense ISLU 65 y que dicha interacción es positiva ya que beneficia afecta al 
crecimiento de la planta aunque es necesario profundizar en estos estudios para 
comprender los mecanismos involucrados en dicho efecto.  
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Fig. 3.10. Gráfico del promedio del peso seco foliar obtenidos en plantas de Lupinus albus. 
CN: control negativo, L 08: Plantas tratadas únicamente con cepa Micromonospora LUPAC 08, 
B: Plantas tratadas únicamente con B. canariense ISLU 65 y B + L 08: Plantas inoculadas con 
B. canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08. El número de observaciones fueron 
cinco plantas por tratamiento. 
 
Finalmente, en el caso de las variables pesos húmedo y seco del área radicular, no 
se observó, según la prueba estadística de Tukey, diferencia significativa (P>0.05) entre 
los diferentes tratamientos.  
 
En resumen, la capacidad mostrada por la cepa de Micromonospora LUPAC 08, de 
crecer en medio carente de nitrógeno, la presencia en su genoma del gen nifH 
perteneciente al operon responsable de codificar la enzima nitrogenasa en dicha cepa, 
así como el incremento significatvo en la nodulación y el desarrollo de la parte áerea en 
los ensayos de coinoculación con la cepa B. canariense ISLU 65 y Micromonospora 
LUPAC 65 en plantas de Lupinus albus, apoyan el potencial como PGPR de 
Micromonospora en asociación con microorganismos rizoendosimbioóticos naturales, 
que forman asociaciones fijadoras de nitrógeno con leguminosas. Sin embargo es 
necesario, de cara al futuro, ampliar y completar estos estudios para evaluar su interés 
real como biofertilizantes para su uso en la agricultura (Rosenblueth et al., 2006; 
Compant et al., 2005; Winding et al., 2004; Gregor et al., 2003; Molla et al., 2001; 
Dashti et al., 1997).  
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Tabla 3.3. Resultado del Ensayo de Inoculación con la cepa Micromonospora LUPAC 08 y Bradyrhizobium canariense ISLU 65 en Lupinus albus 
 
Peso Húmedo* Peso Seco*  Tratamiento 
Parte Áerea Foliar Parte Radicular Parte Áerea Foliar Parte Radicular Nódulos* 
Control negativo 2,740±0,951 a 6,126±1,262 a 0,394±0,126 a 0,556±0,105 a  
Micromonospora LUPAC 08 2,984±1,003 ab 5,014±2,178 a 0,434±0,157 ab 0,594±0,233 a  
B. canariense ISLU 65 4,304±0,715 bc 6,828±0,785 a 0,576±0,100 abc 0,502±0,087 a 41,8±13 a 
B. canariense ISLU 65+M. LUPAC 08 4,868±0,668 c 6,494±0,903 a 0,662±0,903 bc 0,456±0,046 a 77,8±20 b 
 
* Valores son las media de cinco réplicas ± la desviación estándar de cada uno de los tratamientos de las diferentes variables considerada en el ensayo. 
Valores en la misma columna con la misma letras no son significativamente diferentes (P ≤ 0.05), de acuerdo a la prueba de Tukey. 
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3.4. CONCLUSIONES 
 
Basados en los resultados obtenidos en los diferentes experimentos realizados en 
este capítulo, podemos llegar a las siguientes conclusiones: 
 
1. Las cepas aisladas de nódulos radiculares de Lupinus pertenecientes al género 
Micromonospora son capaces de crecer en ausencia de nitrógeno.  
 
2. Se ha localizado en Micromonospora sp. LUPAC 08, una secuencia de ADN que 
corresponde al gen nifH, perteneciente al operon responsable de llevar acabo la fijación 
de nitrógeno atmosférico. La secuenciación de éste fragmento mostró una relación 
próxima con el gen nifH de Frankia alni ACN 14a, con una similitud de un 99%.  
 
3. B. canariense ISLU 65 no inhibe el crecimiento de cepas de Micromonospora 
aisladas de nódulos de Lupinus, y a su vez, éstas no producen ningún efecto negativo 
para el crecimiento de B. canariense ISLU 65.  
 
4. La coinoculación de B. canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08, 
incrementa significativamente el número de nódulos en las plantas de Lupinus albus en 
comparación con las plantas inoculadas únicamente con B. canariense ISLU 65. 
 
5. Existe un aumento en la parte aerea foliar de las plantas al ser coinoculadas con 
B. canariense ISLU 65 y Micromonospora LUPAC 08 en comparación con las plantas 
inoculadas únicamente con B. canariense ISLU 65. 
 
6. Los miembros del género Micromonospora pueden desempeñar un papel 
importante en el desarrollo y mejora de biofertilizantes para la agricultura.  
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COINOCULACIÓN DE Micromonospora Y Rhizobium EN 
Phaseolus vulgaris CRECIDAS EN CÁMARA 
CLIMATIZADA 
 
4.1. INTRODUCCIÓN 
 
La fijación simbiótica de nitrógeno atmosférico mediante la asociación 
Rhizobium/leguminosa es un proceso extensamente estudiado (Mylona et al., 1995), sin 
embargo los estudios de coinoculación de las leguminosas con Rhizobium y otros 
microorganismos rizosféricos son bastante más escasos y los resultados obtenidos son 
poco concluyentes (Halverson and Haldelsman, 1991). 
 
Durante muchos años se ha aceptado que las leguminosas han sido noduladas 
exclusivamente por miembros de la familia Rhizobiaceae, dentro de la subclase α-
Proteobacteria. No obstante, en años recientes otros miembros de la subclase α-
Proteobacteria han sido descritos como simbiontes de leguminosas fijadoras de 
nitrógeno (Moulin et al., 2001; Trujillo et al., 2005). Además, un reciente informe 
reporta el aislamiento de nódulos de Casuarina equisetifolia de cepas de actinomicetos 
diferentes de Frankia capaces de fijar nitrógeno (Valdés et al., 2005). 
 
En investigaciones recientes se ha observado que al inocular Pisum sativum con 
Streptomyces se incrementaba significativamente la nodulación por Rhizobium (Tokala 
et al., 2002). 
 
Teniendo en cuenta el número de cepas de Micromonospora aisladas de nódulos 
fijadores de nitrógeno de Phaseolus vulgaris y de Arachis hypogaea en el presente 
trabajo (capítulo 2) y los resultados sobre el efecto positivo de Micromonospora en 
Lupinus albus cuando fue inoculada conjuntamente con Bradyrhizobium canariense 
(capítulo 3) nos planteamos ampliar estos estudios para conocer el efecto de inocular las 
cepas aisladas de Phaseolus vulgaris en una asociación tripartita Rhizobium-Phaseolus 
vulgaris-Micromonospora. 
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4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.2.1. Microorganismos usados en este estudio 
 
Los microorganismos empleados en este estudio están recogidos en la siguiente Tabla:  
 
Tabla 4.1. Microorganismos empleados en este estudio. 
Código Código  
Fri 01 Fri 14 
Fri 02A Fri 15 
Fri 02B Fri 16 
Fri 04A Fri 17 
Fri 05 Fri 18 
Fri 07 Fri 19A 
Fri 09A Fri 19B 
Fri 10 Fri 20A 
Fri 11 Fri 20B 
Fri 12 Fri 22 
Fri 13 Fri 24 
 
Las 22 cepas del presente estudio se aislaron a partir de nódulos de Phaseolus 
vulgaris recogidos en la ciudad de León (Nicaragua). Las cepas han sido caracterizadas 
e identificadas en el género Micromonospora (Capítulo 2). 
 
4.2.2. Crecimiento en medio libre de nitrógeno  
 
Para determinar la capacidad de crecimiento de las 22 cepas aisladas de nódulos de 
Phaseolus vulgaris de crecer en medio libre de nitrógeno, los aislados fueron cultivados 
en medio libre de este elemento, empleando la metodología descrita en el apartado 
3.2.2. 
 
4.2.3. Amplificacion y secuenciación del gen nifH 
  
La amplificación y secuenciación del gen nifH de las cepas aisladas de nódulos de 
Phaseolus vulgaris crecidas en Nicaragua, Fri 02A, Fri 11, Fri 19A, Fri 19B y Fri 24A, 
se realizó mediante PCR y con dos tipos de oligonucleotidos para una amplificación 
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Amplificación de ADN 
La amplificación del gen nifH se realizó mediante el empleo de dos 
oligonucleótidos Ela1 y POLR (Sigma), diseñados a partir de regiones conservadas por 
Gtari et al. (2007) y Poly et al. (2001). Los oligonucleótidos, Ela1 y POLR (Sigma) 
cuyas secuencias son las siguientes fueron empleados para la amplificación parcial del 
gen nifH:  
Ela1 (f)  5´-ATGGC(G/T)GCCATGGCCGAG-3´ 
POLR (r) 5´-AT(GC) GCCATC AT(CT)TC(AG)CCGGA-3´ 
 
La preparación de la mezcla de reacción de PCR para la amplificación del segmento 
de 348 pb se llevó a cabo empleando el kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” de 
Sigma como se describe en el Anexo III, Tabla 4.1. 
 
Condiciones de PCR del segmento 348 pb 
La reacción de amplificación del ADN se realizó en un termociclador GeneAmp 
PCR System 9700 (Applied Biosystems) utilizando las condiciones descritas en el 
Anexo IV, Fig 4.1. Los productos de PCR fueron visualizados en agarosa y purificados 
siguiendo la metodología anteriormente descrita (apartado 2.2.2.5.). 
 
Secuenciación de los productos de PCR purificados 
 
Para la secuenciación del gen nifH se utilizo el oligonucleótido Ela1. Se preparó una 
mezcla con 100 ng de ADN y 3 picomoles del oligonucleótido para una reacción de 
PCR. La secuenciación automática del fragmento se llevó a cabo en el servicio de 
secuenciación de la Universidad de Salamanca. 
 
Análisis de los fragmentos secuenciados 
 
Las secuencias obtenidas se analizaron a través del programa BLASTn que 
compara cada una de las secuencias obtenidas con las depositadas en los bancos de 
genes y nos ofrece un listado de aquellas que presentan una mayor similitud (Zhang et 
al., 2000). 
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4.2.4. Capacidad de nodulación por Rhizobium en semillas 
químicamente tratadas 
 
Se evaluó la capacidad de Rhizobium phaseoli ATCC 14482T y de Rhizobium etli 
CFN 42T de formar nódulos en raíces de alubia de una variedad de ciclo corto cuyas 
semillas fueron tratadas químicamente con Thirame+ Dichlofenthion. 
La metodología empleada fue la descrita por Trujillo et al. (2005) con ciertas 
modificaciones: 
 
Las semillas fueron lavadas 7 veces con agua estéril para eliminar la mayor 
cantidad posible de sustancias químicas con las que habían sido tratadas. 
 
Posteriormente, las semillas de Phaseolus vulgaris se esterilizaron en superficie con 
hipoclorito sódico al 35% (v/v) durante 12 minutos, pasados los cuales se realizaron seis 
lavados con agua destilada estéril para eliminar los restos de la solución. Las semillas 
esterilizadas fueron colocadas en condiciones asépticas en placas de Petri estériles que 
contenían papel de filtro humedecido para una buena germinación.  
 
Las semillas germinadas se dispusieron en macetas que contenían vermiculita 
estéril como soporte del cultivo. Para la esterilización de la vermiculita se la introdujo 
en autoclave durante una hora a 120ºC y una atmósfera de presión, repitiendo la misma 
operación a las 24 y 48 horas.  
 
Rhizobium phaseoli ATCC 14482T y Rhizobium etli CFN 42T fueron cultivadas en 
medio YMA durante 5 días a 28ºC. De cada cepa cultivada se realizaron suspensiones 
bacterianas de 1x108 u.f.c/ml. A cada planta se le inoculó 1 ml de la suspensión anterior. 
Se efectuaron 10 correspondientes controles negativos 
sin inocular. 
 
Las plantas se mantuvieron durante treinta días en cámara iluminada con lamparas 
tipo fluorescentes Gro-Lux F36W/Gro (SYLVANIA). La cámara fue programada para 
un fotoperíodo de 16 horas, con una húmedad relativa del 60% y una temperatura de 
25°C y 20ºC durante el día y la noche respectivamente. Las plantas se regaron durante 
 
 réplicas por cepa y se dejaron los 
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este tiempo de forma alternada con agua destilada estéril o una solución nutritiva libre 
de nitrógeno (Rigaud and Puppo, 1975) (Tabla 3.3). 
 
Finalmente, las plantas fueron recogidas, para analizar la infectividad, para lo cual 
se procedió a realizar un recuento de nódulos de las plantas inoculadas, obteniendo la 
media de los nódulos de todas las réplicas inoculadas con una misma cepa. 
 
 
4.2.5. Ensayo de antagonismo entre las cepas de Micromonospora 
aisladas de Phaseolus vulgaris y Rhizobium phaseoli 
 
Para determinar si las cepas de Micromonospora (Tabla 4.1, apartado 4.2.1), 
aisladas de nódulos de Phaseolus vulgaris causaban efectos antagónicos en el 
crecimiento de Rhizobium phaseoli ATCC 14482T, los microorganismos se sembraron 
siguiendo la metodología de Gregor et al. (2003) con algunas modificaciones. 
 
La cepa de Rhizobium phaseoli ATCC 14482T fue crecida en medio YMA durante 
5 días a 28ºC. Las cepas de Micromonospora fueron crecidas en medio SA1 durante una 
semana a 28ºC. De cada cepa cultivada se realizaron suspensiones bacterianas de 
aproximadamente 1 x 108 u.f.c./ml.  
 
En placas con medio de YMA y en condiciones asépticas con un hisopo estéril se 
extendió una supensión en forma de tapíz de Rhizobium phaseoli ATCC 14482T, y las 
placas se dejaron secar. Posteriormente se sembró mediante hisopo la suspensión que 
contenía la cepa de Micromonospora en forma de cruz. Las placas fueron incubadas 
durante 7 días a 28ºC.  
 
Se observó el crecimiento de ambos microorganismos y los posibles efectos de 
antagonismo entre ellos. La presencia de un buen crecimiento de ambos tipos de 
microorganismos se consideró un resultado positivo. 
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4.2.6. Coinoculación de plantas de Phaseolus vulgaris con 
Micromonospora y Rhizobium phaseoli crecidas en cámara climatizada 
La evaluación del efecto de la coinoculación en plantas de Phaseolus vulgaris con 
la cepa de Micromonospora Fri 11, y la cepa de Rhizobium phaseoli ATCC 14482T, se 
llevó a cabo de acuerdo a los protocolos descritos anteriormente (Trujillo et al., 2005). 
Primeramente se lavaron las semillas de Phaseolus vulgaris con agua estéril, siete 
veces, para eliminar la mayor cantidad posible de sustancias químicas con las que 
habían sido tratadas. Posteriormente las semillas de Phaseolus vulgaris se esterilizaron 
superficialmente con hipoclorito sódico al 35% (v/v) durante 12 minutos, pasados los 
cuales se realizaron 6 lavados con agua estéril para eliminar los restos de la solución.  
 
Las semillas esterilizadas fueron colocadas en placas Petri estéril que contenían 
papel de filtro humedecido con agua estéril, para que se llevara a cabo la germinación.  
 
Las semillas germinadas se dispusieron en macetas que contenían vermiculita 
estéril como soporte del cultivo. La vermiculita se esterilizó como ya se explicó 
anteriormente.  
 
Preparación de los inóculos  
Rhizobium phaseoli ATCC 14482T fue cultivada en medio YMA durante 5 días a 
28ºC. La cepa de Micromonospora, Fri 11, fue crecida en medio SA1 durante una 
semana a 28ºC. De cada cepa cultivada se realizaron suspensiones bacterianas de 1x108 
u.f.c./ml.  
 
Cada planta fue inoculada con 1ml de suspensión bacteriana de acuerdo con los 
siguientes tratamientos: 
T1: Plántulas sin inocular: control negativo. 
T2: Inóculo con Micromonospora Fri 11. 
T3: Inóculo con Rhizobium phaseoli ATCC 14482T.  
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T4: Inóculo con R. phaseoli ATCC 14482 + Micromonospora Fri 11. 
Se inocularon 15 plantas con cada tratamiento para un total de 60 ejemplares. 
Las plantas se mantuvieron en cámara iluminada con lámparas tipo fluorescentes 
Gro-Lux F36W/Gro (SYLVANIA) programanda para un fotoperíodo de 16 horas, 
durante 30 días, con una húmedad relativa del 60% y a una temperatura de 25°C y 20ºC 
durante el día y la noche respectivamente. 
Las plantas se regaron de forma alternada con agua estéril o una solución nutritiva 
libre de nitrógeno (Rigaud and Puppo, 1975) Anexo II, Tabla 3.3.  
Para evaluar el efecto de los tratamientos se recogieron las siguientes variables: 
• peso seco y húmedo de la biomasa aérea y radicular 
• longitud del tallo y la raíz 
• número de nódulos por planta 
 
Análisis estadístico  
Los datos obtenidos fueron procesados estadísticamente usando el programa 
Statview 5.0 (SAS Institute Inc., 1998), a cada variable se le realizó un análisis de 
ANOVA (varianza de las media) y prueba de Tukey.  
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4.3. RESULTADO Y DISCUSION  
 
4.3.2. Crecimiento en medio libre de nitrógeno 
 
Para evaluar la capacidad de los aislados de crecer en ausencia de nitrógeno las 
cepas aisladas de nódulos esterilizados en superficie de Phaseolus vulgaris fueron 
crecidas en medio libre de nitrógeno, así como en un medio conteniendo dicho elemento 
(control positivo). 
 
Los resultados obtenidos después de tres semanas de incubación fueron positivos en 
todos los casos, observándose que la mayoria de las cepas inoculadas presentaba un 
buen crecimiento en el medio libre de nitrógeno así como en el medio control (Fig. 4.1). 
Esto nos permite inferir que nuestras cepas poseen la capacidad de fijar el nitrógeno 
atmosférico. Estudios realizados con microorganismos clasificados en el género 
Micromonospora demostraron poseer la capacidad de crecer en medios con ausencia de 
nitrógeno (Guillén et al., 1993; Valdés et al., 2005;), al igual que las cepas aisladas de 
Lupinus angustifolius en este trabajo (Capítulo 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.1: Prueba de crecimiento en ausencia de nitrógeno de las cepas aisladas de Phaseolus 
vulgaris. (A) Micromonospora Fri 13 en medio libre de nitrógeno (SN) y en medio con 
nitrógeno (CN); (B) Células de Fri 13 crecidas en medio libre de nitrógeno observadas al 
microscopio. 
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4.3.3. Amplificación y secuenciación del gen nifH 
 
Las cepas aisladas de nódulos de alubias presentaron un crecimiento significativo 
en medio libre de nitrógeno, lo cual nos llevo a pensar que dichos aislados podrían ser 
portadores del gen nifH al igual que la cepa aislada de nódulos de Lupinus angustifolius 
LUPAC 08 (Capítulo 3). Debido a ello nos propusimos realizar la amplificación y 
secuenciación del gen nifH, empleando un par de cebadores diseñados a partir de 
regiones conservadas por Poly, et al. (2001) y Gtari et al. (2007). 
 
El fragmento de 348 pb obtenido de fue secuenciado y comparado con las 
secuencias depositadas en la base de datos públicos de genes, mostrando que las 
secuencias de las cepas Fri 02A, Fri 11, Fri 19A, Fri 19B y Fri 24A presentaban una alta 
similitud con la secuencia del gen nifH de Frankia, específicamente, nuestras cepas 
mostraron una similitud de un 99% con Frankia alni ACN 14a.  
 
La capacidad de crecer en medio libre de nitrógeno y la presencia del gen nifH en 
nuestras cepas, así como en cepas aisladas de Casuarina y Lupinus, pertenecientes al 
género Micromonospora, sugieren que estos microorganismos que habitan dentro de 
nódulos fijadores de nitrógeno en diversas plantas pueden realizar algún proceso o algún 
papel beneficioso para la planta que los alberga, en este caso una posible fijación de 
nitrógeno (Normand et al., 1989, Choo et al., 2003; Raymond et al., 2004; Valdés et al., 
2005)  
 
Con el objetivo de determinar la posición filogénetica de la secuencia parcial del 
gen nifH obtenida de las cepas de Fri 02A, Fri 11, Fri 19A, Fri 19B y Fri 24A, las 
secuencias fueron alineadas con otras secuencias obtenidas de la base de datos GenBank 
y posteriormente se realizaron los análisis filogenéticos tal y como se describió en el 
apartado 2.2.2.5. Los resultados de este análisis se muestran en la Figura 4.2. 
 
En el árbol filogenético (Fig. 4.2) se observa que las cepas Fri 02A, Fri 11, Fri 19A, 
Fri 19B y Fri 24A son agrupadas en un clado con rangos de similitud del 90%, con la 
cepa Frankia alni ACN 14a y con la cepa LUPAC 08 (Capítulo 3).  
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Rhizobium leguminosarum USDA 2370
LUPAC 08
Frankia alni ACN 14a
Frankia BMG5.5
aislamiento L5
aislamiento 7501
Frankia Arl3
Frankia BMG5.6
aislamiento L3
Bradyrhizobium japonicum DSM 30131
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0.1
Fri 19A
Fri 19B
Fri 02A
Fri 11
Fri 24A
 
 
Fig. 4.2. Árbol filogenético basado en el método Neighbor-Joining y construido con 
secuencias parciales correspondientes al gen nifH de cepas de Micromonospora aisladas a partir 
de nódulos de Phaseolus vulgaris y secuencias de nucleótidos de genes nifH de otros fijadores 
de nitrógeno. 
 
 
Los resultados obtenidos con nuestras cepas, así como con cepas aisladas de 
Lupinus angustifolius y Casuarina apoyan la hipótesis de que la presencia del gen nifH 
puede encontrarse en cepas del género Micromonospora y que dicho gen a lo largo de la 
evolución pudo ser transferido de un ancestro común.  
 
4.3.4. Capacidad de nodulación por Rhizobium en semillas 
químicamente tratadas 
 
Las semillas de algunas leguminosas están frecuentemente tratadas con productos de 
aplicación directa tales como insecticidas o fungicidas para prevenir daños por plagas o 
enfermedades, y en ciertos casos con fertilizantes a base de micronutrientes para 
proporcionar elementos minerales en suelos deficientes. Asimismo, la aplicación de 
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inoculantes formulados con cepas de rhizobia es una práctica común realizada para 
asegurar una efectiva nodulación y subsiguiente fijación de nitrógeno.  
 
En ciertos casos puede existir incompatibilidad entre el producto químico y el 
inoculante, lo cual se traduce en una reducción en la nodulación de la leguminosa, así 
como, en el contenido de nitrógeno y el contenido de clorofilas, además en constante 
contacto con fungicidas la viabilidad de la población de microorganismos diazótrofos 
disminuye (Andrés et al., 1997; Marenco et al., 1993; Gaind et al., 2007; Aamil et al., 
2005; Kyei-Boahen et al., 2001). En consecuencia, para los sistemas agrícolas actuales 
como el cultivo de soja, cacahuete y frijol entre otros, debe ser considerado el 
mejoramiento de la compatibilidad entre el inoculante y los productos químicos 
aplicados a la semilla. 
  
Después de la inoculación se ha observado que, la mortalidad de Bradyrhizobium 
japonicum sobre la semilla de soja es muy alta, sobreviviendo a las 24 h menos del 10% 
de las bacterias incorporadas con la inoculación (Streeter, 2003). Un protector 
bacteriano de aplicación conjunta con el inoculante es un agente de protección del 
microsimbionte ante condiciones adversas tales como la desecación celular (Curley et 
al., 1975) y el efecto tóxico de productos químicos que están presentes sobre la semilla 
y que interactúan con el inoculante (Thompson, 1960).  
 
Para determinar si las cepas de Rhizobium, R phaseoli ATCC 14482T y R. etli 
CFN42T, eran capaces de desarrollar nódulos en las raíces de alubias en plantas 
germinadas a partir de semillas que estaban tratadas químicamente con 
Thirame+Dichlofenthion llevamos a cabo ensayos de nodulación en cámara 
climatizada. 
 
A los 30 días de crecidas las plantas, fueron procesadas, observando que existía un 
número significativo de nódulos efectivos en los diferentes tratamientos, independiente 
de la especie de Rhizobium inoculada. Sin embargo, se pudo observar que existía un 
50% más de nódulos en las plantas inoculadas con R. phaseoli ATCC 14482T con 
respecto a las plantas inoculadas R. etli CFN42T. 
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En base a los resultados obtenidos podemos deducir que las cepas de Rhizobium 
usadas en este ensayo son capaces de formar nódulos efectivos a pesar de que las 
semillas estén químicamente tratadas con Thirame+Dichlofenthion, la capacidad de 
supervivencia y viabilidad de los microorganismos empleados como inoculates en 
plantas debe ser también una característica a tener en cuenta en el momento de 
seleccionar y aplicar cepas de rhizobia para un mejor crecimiento de las plantas (Gaind 
et al., 2007; Aamil et al., 2005). 
 
 
4.3.5. Ensayo de antagonismo entre las cepas de Micromonospora 
aisladas de Phaseolus vulgaris y Rhizobium phaseoli 
 
La aplicación conjunta de diferentes cepas de rhizobia en P. vulgaris puede 
conducir a la disminución en el número de nódulos formado habitualmente por cierta 
cepas de Rhizobium, producto posiblemente de una interacción antagónica entre las 
cepas inoculadas simultáneamente en P. vulgaris (Garcia-Frayles, 2008).  
 
Con el fin de determinar la interacción existente entre las cepas de 
Micromonospora aisladas de alubia con Rhizobium phaseoli ATCC 14482T y observar 
si no existía ningún efecto antagónico entre las mismas, se evaluó la capacidad de 
crecimiento simultáneo en medio YMA de las cepas, Micromonospora Fri 11 y R. 
phaseoli ATCC 14482T, según la metodología de Gregor et al. (2003). 
 
Tras siete días de incubación se pudo observar la presencia de óptimo crecimiento 
de ambas cepas, por lo que podemos decir que no existe efecto antagónico entre ellas 
(Fig 4.2). Lo cual también fue observado en ensayos realizados con las cepas aisladas de 
Lupinus angustifolius y Bradyrhizobium canariense ISLU 65, en este trabajo (Capítulo 
3).  
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4.3.6. Coinoculación de plantas de Phaseolus vulgaris con 
Micromonospora y Rhizobium phaseoli crecidas en cámara climatizada 
 
Algunos actinomicetes poseen la capacidad de proteger las plantas hospedadoras 
frente al daño causado por un gran número de agentes patógenos, así como tener una 
influencia positiva en el crecimiento y fisiología de las plantas debido a la producción 
de determinados metabolitos secundarios (Taechowisan et al., 2003). La producción de 
metabolitos secundarios presente en ciertas especies de Micromonospora puede 
proporcionar directa o indirectamente a las plantas hospedadoras ventajas que le 
permitan un mejor desarrollo al inducir o facilitar el aumento en el número de nódulos 
producido por microorganismos noduladores de leguminosas.  
 
Para evaluar el efecto de las cepas de Micromonospora aisladas de Phaseolus 
vulgaris llevamos a cabo un ensayo de coinoculación en en condiciones de cámara 
climatizada, basado en la metodología descrita por Trujillo et al. (2005) y empleada 
también en ensayo de coinoculación en Lupinus albus (capítulo 3).  
 
Fig. 4.3. Crecimiento en medio YMA de R. phaseoli ATCC 
14482T (crecimiento en masa) y Micromonospora Fri 11 (siembra 
en forma de cruz) 
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Las plantas de Phaseolus vulgaris fueron crecidas en condiciones controladas 
durante seis semanas tras la cuales las plantas inoculadas, así como las plantas que 
sirvieron como control positivo y negativo, fueron procesadas para evaluar el efecto de 
la coinoculación con Rhizobium phaseoli ATCC 14482T y Micromonospora Fri 11.  
En el caso de las plantas sin inocular (control negativo) se pudo observar que no 
hubo formación de nódulos en sus raíces, por consiguiente se puede decir que la técnica 
de esterilización de las semillas y la siembra se realizaron asépticamente y por ende los 
resultados obtenidos en los demás tratamientos son producto de la inoculación con las 
diferentes suspensiones bacterianas utilizadas.  
 
Las plantas inoculadas con Micromonospora Fri 11, presentaron similar resultado 
que las plantas control con respecto a la ausencia de nódulos en sus raíces, así como a 
los resultados obtenidos en el ensayo de inoculación de Lupinus albus con 
Micromonospora LUPAC 08, por lo cual podemos considerar que las cepas de 
Micromonospora usadas en ambos ensayos aparentemente no poseen la capacidad de 
formar nódulos al contrario que otras actinobacterias como las perteneciente a Frankia 
capaces de formar nódulos en plantas actinorrícicas. 
 
 Las plantas inoculadas con Rhizobium phaseoli ATCC 14482T (control positivo) 
presentaron nódulos mayoritariamente en las raíces secundarias en la zona superior de la 
biomasa radicular de la planta. Dichos nódulos presentaban una forma redondeada y de 
color rosado. El número promedio de nódulos obtenido de las plantas inoculadas con 
esta cepa fue de 86 (Tabla 4.2). ATCC 
 
En el caso de las plantas tratadas con las cepas Micromonospora Fri 11 y 
Rhizobium phaseoli ATCC 14482T se pudo observar al extraer las plantas del soporte de 
vermiculita, la presencia de nodulación en sus raíces. Los nódulos, al igual que en el 
caso de las plantas tratadas unicamente con cepas de R. phaseoli ATCC 14482T, eran de 
color rosado y se encontraban ubicados en las raíces secundarias, así como su 
distribución en la biomasa radicular fue en la zona superior de la raíz (Fig. 4.4). El 
número de nódulos en las plantas coinoculadas con Micromonospora Fri 11 y R. 
phaseoli ATCC 14482T, fue en promedio superior en comparación con las plantas 
inoculadas únicamente con R. phaseoli ATCC 14482T (Cuadro 4.2). El porcentaje de 
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nódulos en las plantas coinoculadas fue de un 152% más que las inoculadas con R. 
phaseoli ATCC 14482T (Fig. 4.5), cuya diferencia según la prueba de comparación de 
medias de Tukey es estadísticamente significativa (P< 0.05).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.4. Raíces y Nódulos de plantas de Phaseolus vulgaris. A: raíces con nódulos de 
plantas inoculadas únicamente con Rhizobium phaseoli ATCC 14482T, B: raíces con nódulos de 
plantas coinoculadas con la cepa Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T, C, D y 
E: nódulos efectivos de planta coinoculadas con Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 
14482T. 
 
Los resultados sobre el número de nódulos obtenido en las plantas tratadas con 
cepas de Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T indican que que la 
presencia de microorganismos pertenecientes al género Micromonospora en el 
momento de la inoculación constribuyen significativamente en la eficacia de formación 
de nódulos por parte de la cepa R. phaseoli ATCC 14482T. Resultados similares a los 
nuestros han sido reportados por Gregor et al. (2003) y Tokala et al. (2002) al emplear 
coinóculos de actinomicetos y bacterias fijadoras de nitrógeno pertenecientes al grupo 
de los rhizobia en leguminosas.  
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Fig. 4.5. Gráfico del promedio de nódulos obtenidos en plantas de Phaseolus vulgaris. R: 
Plantas tratadas únicamente con cepa R. phaseoli ATCC 14482T, R+F11: Plantas coinoculadas 
con cepa Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T. El número de observaciones 
fueron quince plantas por tratamiento. 
 
Con respecto a la altura de las plantas, se puede observar que las plantas 
correspondientes al control negativo presentaron un tamaño menor que las plantas de 
los tratamientos inoculados con R. phaseoli ATCC 14482T ó bien las coinoculadas con 
Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T. Por otra parte, se observó que en 
el caso de las plantas inoculadas únicamente con Micromonospora Fri 11 fueron las que 
presentaron el valor más pequeño (Tabla 4.2). Sin embargo, en todos los casos los 
análisis estadísticos de comparación de medias realizados a los datos obtenidos 
indicaron que no existía diferencia significativa entre los diferentes tratamientos (P> 
0.05).  
 
El análisis realizado a los datos correspondientes a la variable de longitud radicular 
nos dió como resultado que dichas variables, entre los diferentes tratamientos, no 
presentaron estadísticamente diferencia significativa (P>0.05). Por consiguiente, 
podemos decir que ninguno de los tratamientos de inoculación empleados tiene efecto 
sobre el aumento en la longitud radicular de la planta.  
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En el caso del peso húmedo radicular, las plantas del control negativo (plantas sin 
inocular) no presentaron estadísticamente diferencia significativa con repecto a los 
demás tratamientos, exceptuando el caso del tramiento inoculado con Micromonospora 
Fri 11 que fue significativamente menor con respecto al control negativo, sin embargo, 
se puede observar que el valor más alto lo presentó el tratamiento coinoculado con 
Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T(Tabla 4.2). 
 
De igual manera, el promedio de peso seco radicular entre los diferentes 
tratamientos no presentaron diferencia significativa (P>0.05) en la prueba de 
comparación de medias de Tukey, exceptuando el caso del tratamiento inoculado 
únicamente con Micromonospora Fri 11 y el tratamiento inoculado con 
Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T entre los cuales se obtuvó una 
diferencia significativa (P<0.05), además se puede observar en los resultados (Tabla 
4.2) que el valor más alto fue el del tratamiento coinoculado, lo cual nos lleva a inferir 
que la asociación de ambos microorganismos puede tener algun tipo de efecto en la 
biomasa radicular de la planta (Meguro et al., 2006 y Igarashi et al., 2002).  
 
En la variable de peso húmedo foliar se pudo observar que el mayor valor lo 
presentaron las plantas tratadas con las cepas de Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli 
ATCC 14482T (Cuadro 4.2, Fig 4.6), sin embargo, el análisis de comparación de medias 
de Tukey indica que no existe diferencia significativa entre los cuatro tratamientos. No 
obstante, estos resultados sugieren que la combinación Micromonospora Fri 11 y R. 
phaseoli ATCC 14482T, aparentemente beneficia el desarrolllo de la planta, en este 
caso, aumentando el peso húmedo foliar. 
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Fig. 4.6. Gráfico del promedio del peso húmedo foliar obtenidos en plantas de Phaseolus 
vulgaris. CN: tratamiento control negativo, F11: Plantas tratadas únicamente con 
Micromonospora Fri 11, R: Plantas tratadas únicamente con R. phaseoli ATCC 14482T y 
R+F11: Plantas coinoculadas con Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T. El 
número de observaciones fueron quince plantas por tratamiento. 
 
Al igual que en el peso seco radicular y el peso húmedo foliar se pudo observar que 
en el caso del peso seco foliar, las plantas tratadas con las cepas Micromonospora Fri 11 
y R. phaseoli ATCC 14482T son las que presentaron un promedio más alto que los 
demás tratamientos (Tabla 4.2, Fig. 4.7), sin embargo, los análisis estadísticos de 
comparación de medias de Tukey nos indicaron que no existia diferencia significativa 
(P>0.05) entre los diferentes tratamientos exceptuando la plantas tratadas con la cepa de 
Micromonospora Fri 11 y las tratadas con las cepas de Micromonospora Fri 11 y R. 
phaseoli ATCC 14482T. 
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Fig. 4.7. Gráfico del promedio del peso seco foliar obtenidos en plantas de Phaseolus 
vulgaris. CN: tratamiento negativo, F 11: Plantas tratadas únicamente con Micromonospora Fri 
11, R: Plantas tratadas con R. phaseoli ATCC 14482T y R+F11: Plantas coinoculadas con 
Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T. El número de observaciones fueron 
quince plantas por tratamiento. 
 
Los resultados obtenidos tanto en la biomasa radicular como foliar, además del 
aumento en el número de nódulos formados en las plantas de Phaseolus vulgaris al 
inocular simultáneamente Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T, 
sugieren que la asociación entre bacterias perteneciente al grupo de los actinomicetos 
con bacterias fijadoras de nitrógeno del tipo rhizobia puede suponer una mejora en la 
efectividad con respecto a la nodulación y posterior desarrollo de la planta. Resultados 
similares han sido también obtenidos en otros trabajos en los que se han empleado cepas 
de actinobacterias en Pisusm sativum (Tokala et al., 2002), plantas de Glycine max 
(Gregor et al., 2003) y Lupinus albus (presente estudio, capítulo 3). Además, la 
capacidad demostrada de muchos actinomicetos de producir metabolitos secundarios 
con un efecto de promoción del crecimiento vegetal (Solans 2007), o como moléculas 
protectoras de la planta frente a posibles patógenos merece ser estudiada en relación con 
la interacción planta-microorganismo ya conocida: leguminosa-rhizobia.  
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Tabla 4.2. Resultado del ensayo de inoculación con la cepa Micromonospora Fri 11 y Rhizobium phaseoli ATCC 14482 en plantas de Phaseolus vulgaris 
 
 
CN: control negativo; F11: Plantas inoculadas únicamente con Micromonospora Fri 11; R: Plantas inoculadas con R. phaseoli ATCC 14482T; R+F11: Plantas 
inoculadas con Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T. 
Los valores son la media de cinco replicas ± la desviación estandar de cada uno de los tratamientos de las diferentes variables considerada en el ensayo. 
Valores en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes (P ≤ 0.05), de acuerdo a la prueba de Tukey. 
 
Parte Radicular Parte Foliar Tratamiento
Longitud 
(cm) 
Peso 
Húmedo (g)
Peso 
 Seco (g) Altura (cm)
Peso 
Húmedo(g)
Peso 
Seco(g) No. Nódulos 
CN 21,500±1.087a 0,338±0.263a 0,237±0.052a 13,993±1.120a 1,692±0.299a 0,375±0.065a  
F11 21,571±1.222a 0,181±0.043b 0,179±0.046ab 13,464±1.168a 1,337±0.321a 0,338±0.060ab  
R 21,667±1.345a 0,321±0.124a 0,211±0.047a 14,100±2.436a 1,301±0.458a 0,386±0.094a 86,733±32.788a 
R+F11 20,536±1.216a 0,375±0.098a 0,317±0.060ac 14,679±2.044a 1,971±0.527a 0,469±0.110ac 218,600±54.001b 
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4.4. CONCLUSIONES 
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en los diferentes experimentos realizados en 
este trabajo, podemos llegar a las siguientes conclusiones: 
 
1. Las cepas aisladas de nódulos radiculares de Phaseolus vulgaris pertenecientes al 
género Micromonospora pueden crecer en ausencia de nitrógeno. 
 
2. Se ha localizado en las cepas de Micromonospora spp. Fri 2A, Fri 11, Fri 19A, 
Fri 19B y Fri una secuencia de ADN que corresponde al gen nifH, perteneciente al 
operon responsable de llevar acabo la fijación de nitrógeno atmosférico.  
 
3. El gen nifH de la cepas de Micromonospora Fri 2A, Fri 11, Fri 19A, Fri 19B y 
Fri 24A presentan una relación próxima con el gen nifH de Frankia alni ACN 14a, con 
una similitud de un 99%. 
 
4. R. phaseoli ATCC 14482T no inhibe el crecimiento de las cepas de 
Micromonospora aisladas de nódulos de Phaseolus vulgaris, y a su vez, éstas no 
producen ningún efecto negativo para el crecimiento de Rhizobium phaseoli ATCC 
14482T. 
 
5. La coinoculación de Micromonospora Fri 11 y R. phaseoli ATCC 14482T, 
incrementa significativamente el número de nódulos en las plantas de Phaseolus 
vulgaris en comparación con las plantas inoculadas únicamente con Rhizobium phaseoli 
ATCC 14482T. 
 
6. Existe un aumento en la parte aerea foliar de las plantas al ser coinoculadas con 
Micromonospora Fri 11 y Rhizobium phaseoli ATCC 14482T en comparación con las 
plantas inoculadas únicamente con Rhizobium phaseoli ATCC 14482T. 
 
7. El empleo de cepas pertenecientes al género Micromonospora en prácticas 
agroforestales, como biofertilizantes, puede ejercer una función importante en la 
aplicación y efectividad de los inóculos de cepas de rhizobia. 
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ANEXO I   MEDIOS DE CULTIVOS 
 
 
Tabla 2.1  Medio YMA (Vincent, 1970) 
Fórmula (gramos por litros) 
K2HPO4  0,5 g. 
0,2 g. MgSO4  
NaCl  0,1 g. 
Manitol  10,0 g. 
Extracto de levadura  0,2 g. 
Agar  20,0 g. 
    Se esteriliza en autoclave durante 20 min a 15 psi de presión (121ºC). 
 
 
Tabla 2.2  Medio Basal SA1 (Trujillo et al., 2005) 
Fórmula (gramos por litros) 
Glucosa 10 g 
Extracto de levadura 3 g 
Tristona 5 g 
Almidón 2 g 
Triptosa 2 g 
CaCO3 0,1 g 
CoCl2 trazas 
Citrato de Hierro trazas 
Agar 18 g 
    Se esteriliza en autoclave durante 20 min a 15 psi de presión (121ºC). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 152
ANEXO I                      MEDIOS DE CULTIVOS 
 
 
Tabla 2.3    Medio Avena (Küster, 1959) 
Formula (para un litro) 
Avena  20 g 
Solución de sales*  1 ml 
Agar 18 g 
Agua destilada  1000 ml 
pH 7.2 
Se esteriliza en autoclave durante 20 min a 15 psi de presión (121ºC). 
* Solución patrón de sales según Shierlin and Gottieb, 1966 (Anexo II, Tabla 2.11). 
 
 
 
Tabla 2.4.  Medio Bennett’s (Jones, 1949) 
Fórmula (gramos por litros) 
Extracto de carne 10    g 
Extracto de levadura 2    g 
Glucosa 10    g 
Almidón 0,1 g 
Triptosa 2    g 
CaCO3 0,1 g 
CoCl2 trazas 
Citrato de hierro amónico trazas 
Agar 18    g 
Se esteriliza en autoclave durante 20 min a 15 psi de presión (121ºC). 
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Tabla 2.5  Medio M65 (Shirling & Gottlieb, 1966) 
Fórmula (gramos por litros) 
Glucosa 4 g 
Extracto de levadura 4 g 
Extracto de malta 10 g 
CaCO3* 2 g 
Agar 18 g 
  
Se esteriliza en autoclave durante 20 min a 15 psi de presión (121ºC).  
* El CaCO3  no se debe adicionar en caso de preparar medio líquido. 
 
Tabla 2.6.      Medio libre de Carbono  (Stevenson, 1967) 
 
 
 
1. Disolución de azúcar o aminoácido en agua destilada esterilizadas tres 
veces por tindalización a 100 ºÇ durante 20 minutos. 
2. Preparar Yeast Nitrogen Base (6.7 g/L) en agua destilada estéril, y 
esterilizada por filtración. 
3. Disolución de sales,  Agar     18 g  
    KH2SO4   0.5 g 
     MgSO4   0.5 g 
    Agua destilada   1L 
Disolución de sales esterilizada en autoclave a 120 ºC durante 20 minutos 
 
La disolución de cada fuente de carbono se une a las alícuotas 
correspondientes de las disoluciones 2 y 3, en campana de flujo laminar. 
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Tabla 2.7.  Medio Base  (Williams, 1983) 
Formula (gramos por litro) 
Citrato amónico-férrico 0,5 g 
Extracto de levadura 3    g 
Agar 7,5 g 
pH 7.2 
 
 
 
 
 
 
Tabla  2.8.    Caldo de UREA (Fluka Germany) 
Fórmula (en gramos por litro) 
Urea 20.0 
Fosfato monopotásico 9.1 
Fosfato disódico 9.5 
Extracto de levadura 0.1 
Rojo fenol 0.01 
pH final 6.8±0.2 
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Tabla 2.9.  Medio Basal para Tween (Sierra, 1957) 
Fórmula (en gramos por litro) 
Bacto Peptona  10 g 
Cloruro de Sodio  5.0 g 
Cloruro de Calcio  0.1 g 
Agar 15 g 
pH 7.4 
Se esteriliza en autoclave durante 15 min a 15 psi de presión (115 ºC). 
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Tabla 2.10. Azúcares y Aminoácidos evaluados como fuentes de carbono. 
FUENTES DE CARBONO 
Sustancia Concentración 
final (%) p/v 
Sustancia Concentración final 
(%) p/v 
Alanina 0.1 Melobiosa 1 
Almidón 1 Prolina 0.1 
Arabinosa 1 Rafinosa 1 
Arginina 0.1 Ramnosa 1 
Celobiosa 1 Sacarosa 1 
Fructosa 1 Salicina 1 
Galactosa 1 Serina 1 
Gluconato sódico 1 Sorbitol 1 
Glucosa 1 Sorbosa 1 
Histidina 0.1 Tirosina 0.1 
Lisina 0.1 Trehalosa 1 
Maltosa 1 Valina 0.1 
Manosa 1 Xilitol 1 
Melecitosa 1 Xilosa 1 
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ANEXO II    SOLUCIONES  
 
 
 
Tabla 2.11. Solución patrón de sales (Shierlin and Gottieb, 1966) 
Fórmula (gramos por litros) 
FeSO4*7H2O 0.1 g 
MnCl2*4H2O 0.1 g 
g ZnSO4*7H2O 0.1 
Se esteriliza en autoclave durante 20 min a 15 psi de presión (121ºC). 
 
 
 
Tabla 2.12.   Soluciones Tampones 
 
Las soluciones de ácido cítrico 0,2M (monohidratado), Na2HPO4 0,4M (deshidratado), 
Tris 0,2M y HCl 0,2M se esterilizaron en autoclave durante 15’ a 121ºC.  
 
 
2.1- Solución tampón ácido cítrico - hidrogenofosfato disodio.  
 
Se mezclaron en las cantidades a continuación indicadas según el pH deseado, y la mezcla 
se vierte sobre 100 ml de medio estéril de SA1 a doble concentración.  
 
pH X ml de ácido cítrico Y ml de Na2HPO4 
4,5 54,6 45,4 
5,5 43,1 56,9 
 
 
2.2- Solución tampón de Tris (hidroximetil) aminometano 
 
 Cincuenta mililitros de Tris se añadieron a los ml indicados de HCl según el pH deseado, se 
diluye hasta 100 ml con agua esteril, se mezcla y se vierte sobre 100 ml de medio estéril de SA1 a 
doble concentración.  
 
pH X ml HCl 
8 29,2 
9 0,2 
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Tabla 2.13.    Solución de HgCl2 
Formula (mililitro) 
Cloruro de Mercurio  12.5 ml 
Acido Clohidrico  16.8 ml    
Agua destilada  83.2 ml 
 
 
Tabla 2.14. Solución Tampón TBE para Electroforesis del ADN, 
PCR-Microsatelite y PCR-BOX 
Reactivo Concentración Cantidades 
 
Tris (Fluka) 100 mM 12,11 g 
Bórico (H3BO3) (Fluka) 83 mM 5,13 g 
EDTA (sal sódica) (Fluka) 1 mM 0,37 g 
Agua c.s.p.  1,00 L 
 
 
 
Tabla 3.3.   Solución Rigaud & Puppo (1975) 
Fórmula (gramos por litros) 
KH2PO4  0,200 g 
0,200 g 
g 
g 
0,020 g 
g 
MgSO4·7H2O  
KCL  0,200 g 
EDTA Fe Na2  0,025 
Na2Mo4  0,004 
H3BO3  0,018 g 
MnSO4·4H2O  
ZnSO4  0,030 
CuSO4·5H2O  0,002 g 
Agua destilada c.s.p. 1,000 l 
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ANEXO III   REACTIVOS DE PCR 
 
 
Tabla 2.15. Reactivos y cantidad para PCR-MICROSATELITE para un volumen total 
de 20µl 
 
Reactivo (concentración inicial) 
 
Volumen por reacción de PCR 
REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix 10µl 
Solución A:B 2µl 
Primer CSM 13 (20 µM) 1µl 
H2O mili-Q estéril 6µl 
ADN (100-150ng) 1µl 
 
Los reactivos de la PCR son los incluidos en el kit  “REDExtract-N-Amp Plant 
PCR Kit”  de SIGMA . 
Tabla 2.16. Reactivos y cantidad para BOX-PCR para un volumen total de 20µl 
Reactivo (concentración inicial) Volumen por reacción de PCR 
La  Solución A:B contiene la mezcla 1:1 de los reactivos de extracción de ADN 
incluidos en el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” (Solución de Extración: 
Solución de dilución)   
REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix 10µl 
Solución A:B 2µl 
Primer BOX ARI (20 µM) 2.5µl 
H2O mili-Q estéril 4.5µl 
ADN molde (100-150ng) 1µl 
“REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit”  de SIGMA contiene el magnesio, el 
tampón, los dNTPs y la Taq polimerasa. 
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La  Solución A:B contiene la mezcla 1:1 de los reactivos de extracción de ADN 
incluidos en el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” (Solución de Extración: 
Solución de dilución). 
Tabla 2.17. Reactivos y cantidad para PCR-16S para un volumen total de 20µl 
 
Reactivo (concentración inicial) 
 
Volumen por reacción de PCR 
REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix 10µl 
Solución A:B 2µl 
Primer  SF1 (20 µM) 0.5µl 
Primer  SR5 (20 µM) 0.5µl 
H2O mili-Q estéril 5.0µl 
ADN molde (100-150ng) 2 µl 
 
 
Los reactivos de la PCR son los incluidos en el kit  “REDExtract-N-Amp Plant PCR 
Kit” de SIGMA 
La  Solución A:B contiene la mezcla 1:1 de los reactivos de extracción de ADN 
incluidos en el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” (Solución de Extración: 
Solución de dilución)   
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Tabla 3.1. Reactivos y cantidad  para la amplificación del segmento 1.2 Kb para un 
volumen total de 20µl 
 
Reactivo (concentración inicial) 
 
Volumen por reacción de PCR 
REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix 10µl 
Solución A:B 2µl 
Primer  IGK (20 µM) 0.5µl 
Primer  NDR-1 (20 µM) 0.5µl 
H2O mili-Q estéril 5.0µl 
ADN molde (100-150ng) 2 µl 
 
Los reactivos de la PCR son los incluidos en el kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR 
Kit” de SIGMA 
 
Tabla 3.2. Reactivos y cantidad para la amplificación del segmento 454 pb para un 
volumen total de 20µl 
 
Reactivo (concentración inicial) 
 
Volumen por reacción de PCR 
La Solución A:B contiene la mezcla 1:1 de los reactivos de extracción de ADN 
incluidos en el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” (Solución de Extración: 
Solución de dilución)   
REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix 10µl 
Solución A:B 2µl 
Primer  POLF (20 µM) 0.5µl 
Primer  POLR (20 µM) 0.5µl 
H2O mili-Q estéril 5.0µl 
ADN molde (100-150ng) 2 µl 
 
Los reactivos de la PCR son los incluidos en el kit  “REDExtract-N-Amp Plant PCR 
Kit”  de SIGMA 
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La  Solución A:B contiene la mezcla 1:1 de los reactivos de extracción de ADN 
incluidos en el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” (Solución de Extración: 
Solución de dilución)   
 
Tabla 4.2. Reactivos y cantidad para la amplificación del segmento 348 pb para un 
volumen total de 20µl 
 
Reactivo (concentración inicial) 
 
Volumen por reacción de PCR 
REDExtract-N-Amp PCR ReadyMix 10µl 
Solución A:B 2µl 
Primer  ELA1 (20 µM) 0.5µl 
Primer  POLR (20 µM) 0.5µl 
H2O mili-Q estéril 5.0µl 
ADN molde (100-150ng) 2 µl 
 
Los reactivos de la PCR son los incluidos en el kit  “REDExtract-N-Amp Plant PCR 
Kit” de SIGMA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La  Solución A:B contiene la mezcla 1:1 de los reactivos de extracción de ADN 
incluidos en el Kit “REDExtract-N-Amp Plant PCR Kit” (Solución de Extración: 
Solución de dilución)   
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ANEXO IV  CONDICIONES DE PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esquema de la temperatura usada (X ºC), los minutos (Y ´) y el número de ciclos (Nº) 
para las diferentes fases de la PCR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.3. Esquema de las condiciones de PCR para la amplificación de perfiles de PCR- 
Microsatélites   
 
 
 
 
 
 
Desnaturalización Extensión 
Extensión Final Temperatura de mantenimiento  Desnaturalización 
Anillamiento 
X ºC
Y'
X ºC
X ºC
X ºC X ºC
4ºC
Y'
Y '  
Y 'Y'
α
Nº 
Ciclos 
95 ºC
5 '
94 ºC
52 ºC
72 ºC 72 ºC
4ºC
1 '
1 '  
6 '2 '
α
40 
Ciclos 
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Fig. 2.4. Esquema de las condiciones de PCR para la amplificación de perfiles de BOX-
PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2.5. Esquema de las condiciones de PCR para la amplificación del gen que codifica 
para el RNA 16S.   
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Fig. 3.1. Esquema de las condiciones de PCR para la amplificación del segmento 1.2 Kb 
del gen nifH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.2. Esquema de las condiciones de PCR para la amplificación del segmento 454 pb 
del gen nifH.  
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Fig. 4.1. Esquema de las condiciones de PCR para la amplificación del segmento de 348 
pb del gen nifH   
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